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Résumé

Plusieurs bactéries pathogénes dépendent du quorum sensing (QS) pour coloniser et
infecter leur hote. 1l en est de méme avec la bactérie ubiquitaire 8 Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa. Celle-ci est souvent associée aux patients immunodéprimés
ainsi que ceux affectés par la fibrose kystique. Le QS régule 1’expression des genes
dépendamment de la densité cellulaire. Il permet aux bactéries individuelles se retrouvant
dans une population locale de coordonner I’expression de certains génes, les aidant a agir
en tant qu’organisme multicellulaire. Le QS agit a travers 1’échange de petites molécules
signal entre bactéries rapprochées. Lorsque la population augmente, la concentration du
signal augmente. Aprés un moment, le seuil de concentration aura atteint un niveau
capable d’activer I’expression de facteurs de virulence et ce en synergie avec les bactéries
environnantes. Des mutants ayant un systtme de QS non fonctionnel seront
habituellement avirulents ou verront leur potentiel infectieux réduit de maniére

significative.

Chez P. aeruginosa, les deux principaux signaux cellulaires contrélant le quorum sensing
sont le N-(3-oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (3-0x0-C12-HSL) et N-(butanoyl)-L-
homosérine lactone (C4-HSL). Récemment, un troisiéme signal cellulaire a été décrit
chez P. aeruginosa, le 2-heptyl-3,4-dihydroxyquinoline ou Pseudomonas Quinolone
Signal (PQS). Le PQS semble étre impliqué dans la hiérarchie de la régulation génétique
du QS chez P. aeruginosa et sa présence est requise pour I’expression de nombreux
facteurs de virulence. Le PQS fait partie de la famille des 4-hydroxy-2-alkylquinolines ou
HAQ dont certains membres sont aussi des agents antibactériens. Le travail consistait en
I’étude du systéme enzymatique codé par les génes pgsA4-D responsables de la synthése
des HAQ chez P. aeruginosa. L’acide anthranilique est précurseur de tous les HAQ. Il
réagit avec des acides gras substitués en position béta par une fonction cétone. Le
composé intermédiaire subit une réaction de cyclisation formant le noyau quinoline
commun aux HAQ. Certains des genes de ’opéron pgsA4-D présentent des similarités de
séquences peptidiques avec des protéines transporteuses de la fonction acyle (ACP).

Celles-ci sont soupgonnées de fixer la fonction acyle des cétoacides, a 1’aide d’un lien
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covalent. L’opéron phnAB code pour I’anthranilate synthase, un des génes impliqués dans
la synthése de P’acide anthranilique. Cet opéron ainsi que I’opéron pgsABCD sont

inactivés dans un mutant mv/R et sont directement impliqués dans la synthése des HAQ.

Différentes molécules ont été choisies par homologie de structure par rapport a I’acide
anthranilique. L’hypothése émise était que ces molécules sont capables de se fixer a la
cétoacide liée aux ACP pour ensuite inhiber la production de HAQ. Afin de déterminer la
capacité d’inhibition, ces molécules ont été ajoutées individuellement a des cultures de P.
aeruginosa. Un test de compétition avec le précurseur des HAQ a été réalisé afin de
vérifier la réversibilité du lien créé. Les résultats obtenus suggérent que ’acide 6-fluoro-
2-aminobenzoique, I’acide 6-chloro-2-aminobenzoique ainsi que I’acide 4-chloro-2-
aminobenzoique sont capable d’inhiber la production de HHQ, de PQS et du N-oxide
dans des cultures en milieu liquide. De plus, ces inhibiteurs agissent différemment en
présence du substrat naturel. Nous avons aussi pu identifier un co-inducteur du régulateur
transcriptionnel MvfR. Finalement, la recherche d’un intermédiaire de biosynthése des
HAQ a aussi été effectuée a 1’aide de la chromatographie sur couche mince avec des
préparations provenant des mutants pgsA4 et pgsD. Toutes les analyses ont été réalisées

par spectrométrie de masse.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram négative possédant un métabolisme trés
versatile lui permettant de proliférer dans plusieurs types d’environnements. Sa capacité a
produire plusieurs facteurs de virulence lui permet de causer des infections opportunistes
telles que des infections pulmonaires chroniques chez les patients atteints de
mucoviscidose. Sa grande capacité d’adaptation & des environnements hostiles ainsi que
ses nombreux facteurs de virulence lui permettent de prendre avantage de situations
particuliéres pour infecter plusieurs hédtes tels que les végétaux, les insectes et les
animaux. Chez I’humain, ce pathogéne opportuniste est la cause d’un taux élevé de
morbidité et de mortalité (Salyers et Whitt, 2002). La résistance intrinséque de ce
microorganisme a plusieurs désinfectants et antibiotiques communs lui est conférée par
ses nombreuses pompes membranaires (Poole, 2001). Cette résistance ainsi que sa

capacité a produire un biofilm rend donc ce pathogéne difficile a éradiquer.

La production de différents facteurs de virulence est contrlée via une petite molécule
signal connue sous le nom de Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) permettant de
coordonner I’expression des génes de la population bactérienne au sein de 1’héte.
Produites et rejetées dans des conditions particuliéres, ces molécules sont ensuite
récupérées par d’autres cellules bactériennes environnantes. Un tel systéme de
communication intercellulaire permet & une population bactérienne de réguler
I'expression de ses génes de virulence en réponse a la densité cellulaire. Il permet aux

cellules individuelles de se coordonner et d'agir en synergie en tant que communauté.

Chez P. aeruginosa souche PA14, le PQS sert de lien régulateur entre la cascade des
systemes LasR1 et RhIR1 servant & moduler I'expression de différents génes dont des
facteurs de virulence en réponse a des concentrations croissantes de N-acyl-L-homosérine
lactones (AHL), I'oxo-C12-HSL et le C4-HSL. Contrairement aux AHL impliquées dans
le systeme de quorum sensing chez les bactéries Gram négatives, le PQS est un composé

ayant une structure 4-hydroxy-2-alkylquinoline (HAQ). Le régulateur transcriptionnel



MvVIR contrdle la synthése des HAQ dont I'expression est assurée via l'opéron pgsA-E

codant pour des enzymes qui catalysent la biosynthése de 5 classes de HAQ.

L’acide anthranilique est le précurseur de tous les HAQ (Déziel ef al., 2004). Ceci est en
accord avec les travaux antérieurs de Ritter et Luckner (Ritter et Luckner, 1971), et plus
récemment avec ceux de Bredenbruch er al., (Bredenbruch ef al., 2005) qui ont démontré
que I’acide anthranilique se couple a des acides gras substitués en position béta par une
fonction cétone. Le composé intermédiaire subit ensuite une réaction de cyclisation pour
former le noyau quinoline commun aux HAQ. Vraisemblablement cette cyclisation
s’effectue par I’activation de la fonction carbonyle de I’acide anthranilique, qui serait
attaquée par la fonction méthyléne adjacente aux groupements acide et cétonique du
cétoacide. Le géne pgsA, de ’opéron pgsABCD, est responsable de la synthése des HAQ
et présente des similarités de séquences avec des protéines responsables de I’activation de
la fonction carboxyle de composés aromatiques comme I’acide 4- ou  2-
hydroxybenzoique. 11 a été récemment démontré par Calfee e al. en 2001 que
I’anthranilate de méthyle, un analogue structurel de ’acide anthranilique, dont la fonction
ester empéche I’activation de la fonction carboxyle, inhibait la formation du PQS. Il
semblerait que cette inhibition de la synthése de PQS serait due a I’inhibition de la
synthése du HHQ le précurseur immédiat du PQS (Lépine ef al., 2004). 1l nous apparait
donc que des composés chimiques présentant des analogies de structures avec I’acide
anthranilique pourraient inhiber la synthése des HAQ, possiblement suite & I’inhibition de
I’activité de PqsA, que 1’on soupgonne étre I’enzyme responsable de I’activation de la

fonction carbonyle de I’acide anthranilique.

Mv{R est un régulateur transcriptionnel du systéme de quorum sensing (Cao er al., 2001)
et contrdle ’expression de 143 génes, incluant les opérons pgsA-E et phnAB, tout comme
de multiple génes associés a la virulence de P. aeruginosa (Déziel ef al., 2005; Gallagher
et al., 2002; McKnight, Iglewski et Pesci, 2000; Pesci ef al., 1999). C’est un régulateur de
type LysR dont la partie C-terminal contient un site de liaison a un ligand. De plus,
I’activation de MvfR dépend de sa liaison a un co-inducteur spécifique, possiblement le

produit d’un chemin de biosynthése régulé par MvfR et relié a la virulence de la bactérie



(Schell, 1993). 11 a d’ailleurs déja été rapporté que le PQS augmente I’affinité de liaison
de MvIR a ’ADN (Wade ef al., 2005). L’identification d’un co-inducteur de MviR
pourrait mener a la découverte d’une nouvelle cible permettant de bloquer I’activité de

MVIR et de limiter les infections & Pseudomonas aeruginosa.

Le présent projet de recherche consiste en 1’étude du systéme enzymatique codé par les
genes pgsA-D responsables de la synthése des HAQ chez P. aeruginosa. Trois volets ont
ét€ explorés au cours de cette étude. Tout d’abord, I’inhibition des HAQ en présence
d’inhibiteurs partageant une similarité structurelle avec I’acide anthranilique. De plus,
nous avons voulu connaitre le type d’interaction entre le substrat (inhibiteur) et la
protéine transporteuse de la fonction acyle (ACP), afin de déterminer le chemin de la
biosynthése des HAQ. Finalement, nous avons comparé la cinétique de production de
I’acide anthranilique chez un mutant pgsA avec la souche sauvage PA14 en présence de

différents inhibiteurs.

Dans le second volet, nous nous sommes concentrés sur le régulateur transcriptionnel
MvVIR. Nous savons que la présence de PQS augmente in vitro ’affinité de Mv{R au site
de liaison du promoteur de I’opéron pgs4-E (Wade et al., 2005). Cependant, un mutant
pgsH, abolissant totalement la transformation du HHQ en PQS maintient ’expression des
genes de I'opéron pgsA-E. De plus, la virulence de la bactérie n’est pas réduite,
comparativement a des mutants mvfR. Nous soupgonnons donc qu’une seconde molécule
pourrait agir en tant que co-inducteur de MvfR. A cette fin, nous avons démontré que le

HHQ ainsi que le PQS sont deux co-inducteurs du régulateur transcriptionnel MvfR.

Dans la troisiéme partie du projet nous avons tenté d’isoler un intermédiaire de la
biosynthése ainsi qu’une protéine de type ACP afin d’élucider la production des HAQ

chez P. aeruginosa PA14.






Chapitre I

Revue de littérature






1.1 Psecudomonas acruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un bacille Gram négatif membre de la famille des
Pseudomonadaceae (Brenner, Staley et Krieg, 2001; Winslow ef al., 1917). Capable de
se déplacer a I’aide de son flagelle polaire, ce microorganisme versatile et ubiquitaire est
communément retrouvé dans I’environnement, incluant le sol et I’eau (Brenner, Staley et
Krieg, 2001). P. aeruginosa a un potentiel infectieux trés large lui permettant de
s’attaquer aux plantes, aux insectes, nématodes et vertébrés, incluant I’humain (Mahajan-

Miklos, Rahme et Ausubel, 2000; Rahme ef al., 2000).

C’est un organisme chimiohétérotrophe qui obtient ses sources métaboliques d’énergie,
d’hydrogene, d’électrons et de carbone par I’oxydation de molécules organiques réduites.
Souvent la méme source organique satisfait tous ses besoins. P. aeruginosa est un
organisme aérobie, ayant un métabolisme de type strictement oxydatif et non fermentaire,
’oxygene étant ’accepteur final d’électron. Essentiellement, tous les microorganismes

pathogéenes sont chimiohétérotrophe (Prescott, Harley et Klein, 1995).

En culture, un des critéres d’identification de P. aeruginosa est la production d’un
pigment bleu-vert appelé pyocyanine (Hart et Shears, 1997). Il s’agit d’un pigment
diffusible, soluble dans I’eau et fluorescent en présence de la lumiére ultraviolette
(Prescott, Harley et Klein, 1995). Un autre critére intéressant est ’odeur sucrée de raisin,
une caractéristique qui a longtemps été importante dans le diagnostique rapide de la
présence de P. aeruginosa dans les cultures ou les blessures thermiques. Le composé

responsable de cette odeur est le 2-aminoacétophénone (Cox et Parker, 1979).

De maniére générale, les pseudomonades ont un impact pratique trés important. Plusieurs
de ces espéces bactériennes ont la capacité de dégrader une grande variété de molécules
organiques. Elles sont aussi importantes dans le processus de minéralisation naturel et
dans le traitement des déchets. Certaines pseudomonades interviennent de maniére non
désirée dans le quotidien de I’homme. Ce sont des agents pathogénes animaux et

végétaux importants. Capables de se développer a 4°C, ils dégradent les lipides et les



protéines que I’on retrouve dans le lait, les viandes et les ceufs. Finalement, P. aeruginosa
est un microorganisme important dont I’étude a fait progresser les connaissances en

physiologie et en biochimie microbienne (Prescott, Harley et Klein, 1995).

1.2 Le génome des souches PAO1 et PA14

La séquence compléte du génome de P. aeruginosa est maintenant connue. La premiére
souche de I’espéce a avoir été séquencée est PAO1. Elle a été choisie parmi tant d’autres
pour son usage répandu dans de nombreux laboratoires a travers le monde pour des fins
d’études génétiques et physiologiques, sur une période de 50 ans. Le projet de
séquencgage de la souche PAOI s’est terminé en I’an 2000 (Stover ef al., 2000). La
souche PA14 est un isolat clinique capable d’infecter des plantes comme Arabidopsis
thaliana ainsi que les animaux, dont des souris (Rahme ef al., 1995). Certains facteurs de
virulence utilisés par PA14 sont les mémes lors de I’infection de la plante ou de I’animal.
La souche PA14 a déja été utilisée afin d’étudier les génes codant des facteurs de
virulence dans I’infection d’une grande diversité d’hotes dont les plantes, les nématodes,
les insectes ainsi qu’un modeéle de souris présentant des blessures thermiques (Rahme er

al., 2000; Rahme ef al., 1995; Rahme ef al., 1997).

Les résultats de séquencgage du génome de la souche PA14 ont été comparés a ceux de la
souche PAOI. IIs ont montré que la capacité de P. aeruginosa a se maintenir dans une
trés grande diversité de niches écologiques semble se refléter dans son contenu génétique
(Kulasekara et Lory, 2004). P. aeruginosa posséde une capacité codante comparable a
celle d’un eucaryote comme Saccharomyces cerevisiea. Au total, 5,570 cadres de lectures
ouverts (ORFs) codent pour des séquences protéiniques, le génome est hautement régulé
avec 341 régulateurs transcriptionnels et comprend 3,058 génes de fonction connue et
748 génes conservés de fonction inconnue (Stover er al, 2000; Kiewitz, Weinel et

Tummler, 2002).

Ce projet d’une valeur inestimable a favorisé la collaboration de la communauté

scientifique se concentrant sur I’étude de P. aeruginosa afin de regrouper la description



des génes étudiés dont la fonction est connue. La description du génome de P. aeruginosa
PAOI peut ainsi étre considéré comme I’une des plus détaillée et compléte de tous les
projets de séquengage de génomes bactériens (Kulasekara et Lory, 2004). Des
informations peuvent continuellement étre soumises et consultées grace au site Internet

du « Pseudomonas Genome Project » [www.pseudomonas.com].

1.3 Les infections nosocomiales

Une propriété remarquable de P. aeruginosa est sa capacité de causer des infections chez
une grande variété d’hétes incluant insectes, plantes et animaux, illustrant bien sa
capacité d’adaptation a diverses niches écologiques (Mahajan-Miklos, Rahme et Ausubel,
2000). Chez I’humain, P. aeruginosa peut coloniser pratiquement toutes les muqueuses
et peut envahir le sang et les tissus. Ces infections peuvent étre superficielles et de courte
durée. Elles peuvent aussi se changer en bactériémies pouvant causer la mort ou devenir
chroniques comme dans le cas des patients souffrant de fibrose kystique (Lyczak, Cannon
et Pier, 2002; Lynch, 2001; Rajan et Saiman, 2002). Cette bactérie a été reconnue dans
plusieurs études comme étant la cause de méningites, de dermatites, d’otites externes, de
kératites ulcéreuses chez les utilisateurs de lentilles cornéennes ainsi que d’endocardites
chez les toxicomanes s’injectant des narcotiques par voie intraveineuse (Salyers & Whitt,
2002; Bodey et al, 1983). On dit de P. aeruginosa qu’il est un microorganisme
pathogéne opportuniste. Il s’agit d’une bactérie habituellement inoffensive, un
commensal naturel se trouvant a la surface de la peau ainsi que dans I’intestin de 10 a

25% des gens en bonne santé (Nicas et Iglewski, 1985).

Le «Center for Disease Control » estime que 5 a 10% des patients hospitalisés
contracteront une infection nosocomiale. Avec 40 millions d’hospitalisations par année, 2
a 4 millions d’infections contractées a 1’hdpital représentent une proportion significative
des maladies infectieuses contractées par I’humain. Les patients traités aux soins intensifs
sont plus a risque suite & I’utilisation d’appareils invasifs créant des portes d’entrée aux
microorganismes opportunistes. Les bactériémies comptent pour environ 14% des

infections nosocomiales (NNIS System Report, 2004).



Plus de patients meurent d’infections nosocomiales du tractus respiratoire (pneumonies
nosocomiales) comparativement a n’importe qu’elle autre maladie acquise a I’hdpital. La
plupart de ces pneumonies sont liées a I’utilisation d’appareils favorisant la respiration
suite & une intubation et une ventilation endotrachéale (Zanetti er al., 2003). Elles
représentent 31% des cas d’infections nosocomiales. L’infection des plaies chirurgicales
compte pour 9% des infections. Les infections urinaires sont des cas courants liés a
I’emploi de cathéters urinaires et représentent 23% des maladies contractées a 1’hdpital

(fig. 1.1) (NNIS System Report, 2004).

" P. aeruginosa 12% "

Vaie urinaire

23%

P. acruginosa 16%
| g |

|| P. acruginosa 4% I[

" P. aeruginosa 10% ||

Figure 1.1 La fréquence relative des différents types d’infections nosocomiales. La présence de
Pseudomonas aeruginosa dans les cas de maladies contractées a I’hopital selon le NNIS et Santé Canada.
Figure adaptée de Trautmann et al., (2005) et Richards et al., (2000).

P. aeruginosa est donc devenu un important pathogéne dans les hdpitaux, responsable de
diverses infections nosocomiales (Fabian, 2000). C’est le pathogéne opportuniste
principal des septicémies et d’infections de la peau chez les grands brilés (Gang ef al.,
1999). 11 est souvent la source des infections pulmonaires aigiies chez les patients
immunodéprimés (patients atteints de leucémies, SIDA, cancer) ou ayant inhalé de I’air
chaud lors d’un incendie. Cette bactérie résiste aux traitements antibiotiques et est la

premiére cause de mortalité chez les patients ayant la fibrose kystique (Lyczak, Cannon
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et Pier, 2002). Quatre-vingt pourcent de ces patients ayant plus de 26 ans ont leurs
poumons colonisés par cette bactérie (Govan et Deretic, 1996). Enfin, P. aeruginosa est
la quatriéme cause d’infections nosocomiales et la principale concernant les pneumonies
acquises en milieu hospitalier (Cunha, 2002). P. aeruginosa est un danger permanent
pour les patients devenus neutropéniques suite a I’utilisation de drogues cytotoxiques ou
suite a une greffe de la moelle osseuse (Fridkin ef al., 2002). 1] représente aussi une cause

significative de mortalité chez les sidéens (Manfredi ef al., 2000).

L’agence de santé publique du Canada révéle que les infections nosocomiales a
Pseudomonas sp. sont graves et souvent mortelles, le taux de létalité étant de 30% chez
les populations réceptives. Le genre Pseudomonas est répandu dans les hopitaux du
monde entier. Sa fréquence épidémiologique a augmenté au cours des derniéres années.
Habituellement, les infections nosocomiales a Pseudomonas sont liées a des instruments
contaminés. Ce type d’infection est a I’origine de 16% des cas de pneumonie hospitaliére
et de 12% des infections urinaires nosocomiales (fig. 1.1). Pseudomonas sp. cause
rarement des infections extra hospitaliéres chez des sujets immunocompétents (Santé

Canada, 2001).

1.4 La Fibrose kystique et P. aeruginosa

P. aeruginosa est la cause majeure d’infections pulmonaires chroniques et de décés chez
les patients atteints de la fibrose kystique. Il s’agit d’une affection causée par une
mutation autosomale récessive du géne nommé « cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator » ou cfir. Cette maladie héréditaire provoque des changements
dans l’intégrit¢ du régulateur transmembranaire dont I’expression peut étre non-
fonctionnelle ou dont la localisation est inadéquate. Le transport des ions chlorures est
ainsi interrompu dans les cellules épithéliales, ce qui est a I’origine de I’hypertonicité des

sécrétions du poumon (Matsui ef al., 1998).

La diminution de Dactivité des cils respiratoires empéche 1’élimination des particules

ainsi que des bactéries se trouvant dans les voies respiratoires. Les sécrétions sont
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déshydratées donc visqueuses et difficiles a déloger. De plus, I’activité antimicrobienne
du liquide se trouvant a la surface des cellules épithéliales des voies respiratoires est
diminuée. Tout cela crée un milieu propice favorisant le développement bactérien.

(Matsui ef al., 1998).

Lorsqu’il s’agit d’une infection & P. aeruginosa, ce pathogéne joue un réle de premier
ordre dans la progression des dommages pulmonaires. 1l produit des exoprotéases qui
activent les métalloprotéinases endogénes et contribuent ainsi a la nécrose des tissus,
entrainent une détérioration des poumons et des infections (Hobden, 2002). P. aeruginosa
posséde différents atouts lui permettant le maintien d’une infection chronique. Une fois
implanté, ce pathogéne persiste aprés divers traitements aux antibiotiques, crée une
déficience de la réponse inflammatoire, adhére aux cellules épithéliales et est capable de

s’internaliser en utilisant la protéine non-fonctionnelle CFTR (Pier, 2002).

On remarque une évolution des infections pulmonaires chez les individus atteints de
fibrose kystique. Les premiéres sont provoquées par Staphyloccocus aureus et
Haemophilus influenzae. Par la suite, P. aeruginosa succédera aux premieres especes
bactériennes. Quatre-vingt pourcent des patients ayant la fibrose kystique sont infectés
par P. aeruginosa avant I’age adulte (FitzSimmons, 1993). On décéle sa présence dés le
début de la maladie mais devient le pathogéne numéro un apres une dizaine d’années.
D’autres microorganismes sont présents lors d’infections pulmonaires dont Burkholderia
cepacia qui tente de s’implanter malgré le fait qu’il est peu présent au début de la
maladie. Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter xylosoxidans peuvent causer
des infections mais a faible taux et ce tout au long de la vie des patients (Gibson er al.,

2003).
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1.5 La formation de biofilms

L’observation directe d’une grande variété d’habitats naturels révéle que la majorité des
microorganismes vivent attachés a des surfaces solides. Ces microorganismes sont
capables de s’organiser en communautés structurées que ’on nomme biofilms, lesquels
sont hétérogénes, composés de différents genres bactériens et souvent associés a des
microorganismes eucaryotes. Auparavant, la grande majorité des organismes étudiés se
trouvaient sous forme planctonique tandis que le biofilm comprend des formes sessiles.
Ce n’est que depuis les années 1980 que la communauté scientifique a développé un
intérét particulier pour ce type d’organisation cellulaire qu’est le biofilm. Cette structure
se retrouve dans une matrice d’exopolysaccharides en contact étroit avec une surface
organique ou artificielle. La croissance bactérienne sous forme de biofilm différe
grandement de I’état planctonique, la condition la plus étudiée en laboratoire (Costerton

et al., 1995; Hall-Stoodley, Costerton et Stoodley, 2004).

Les cellules étroitement associées constituant un biofilm microbien sont capables de
coordonner leur état physiologique et métabolique, & la maniére d’un organisme
multicellulaire (Caldwell, 2002; Costerton ef al., 1995; Shapiro, 1998). Un tel
comportement peut offrir plusieurs avantages a une population bactérienne. La matrice
extracellulaire est généralement composée de polysaccharides, d’acides nucléiques et de
protéines. La structure ainsi formée contient une multitude de canaux permettant le
passage des nutriments. Cette matrice entourant le biofilm confére un certain degré de
protection aux bactéries se trouvant au centre du biofilm, particuliérement contre les
biocides et les détergents. Les bactéries vivant sous forme de biofilm a I’intérieur d’un
héte humain par I’entremise d’un cathéter contaminé sont moins susceptibles a la réponse
du systéme immunitaire et plus résistantes aux traitements antibiotiques (Costerton ef al.,

1995; Costerton, Stewart et Greenberg, 1999).
Les biofilms peuvent comprendre une seule ou plusieurs espéces microbiennes se

développant sur une gamme de surfaces naturelles et abiotiques. Bien qu’il y ait

prédominance de biofilms mixtes dans I’environnement, les biofilms comprenant une
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seule espéce se retrouvent souvent dans une multitude d’infections ou a la surface
d’implants médicaux (Archibald et Gaynes, 1997; Dickinson et Bisno, 1993). Les
biofilms contribuent donc aux infections nosocomiales puisqu’ils se forment sur une
grande variété d’implants dont des cathéters (Costerton ef al., 1987). P. aeruginosa est
devenu I’un des microorganismes Gram négatifs le plus étudié¢ pour sa formation de
biofilm (O'Toole, Kaplan et Kolter, 2000). Des études suggérent que la formation de
communautés sessiles et leur résistance due aux antibiotiques est la cause d’infections
persistantes et chroniques chez les patients atteints de la fibrose kystique (Costerton,

Stewart et Greenberg, 1999).

Les bactéries vivant au sein d’un biofilm sont plus résistantes aux antibiotiques que le
sont leurs semblables sous forme planctonique. Ceci se traduit en |’établissement
d’infections bactériennes chroniques (Finlay et Falkow, 1997). La production
d’exopolysaccharides peut protéger les cellules bactériennes contre le systéme
immunitaire de I’hote (Vuong et al., 2004). Il a aussi été démontré que la présence
d’antibiotiques pouvait augmenter la production d’exopolysaccharides. De plus, les
traitements antibiotiques peuvent devenir inefficaces et méme dans certains cas
promouvoir la formation de biofilms (Rashid es al., 2000; Sailer, Meberg et Young,
2003). P. aeruginosa est un bon exemple de la colonisation bactérienne lide a la
production d’exopolysaccharide dans les poumons infectés (Lyczak, Cannon et Pier,

2002).

Le transfert de genes est aussi favorisé au sein du biofilm (Ghigo, 2001; Molin et Tolker-
Nielsen, 2003), permettant ainsi 1’échange rapide et efficace de génes de résistance aux
antibiotiques, ayant pour conséquence de rendre trés difficile le combat des infections
dues aux biofilms. La possibilité de former des biofilms confére a P. aeruginosa un
avantage lors de I’infection et de la persistance dans 1’hdte. De plus, elle contribue aux

échecs des traitements antibiotiques (Fabian, 2000).
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1.6 La résistance aux antibiotiques

P. aeruginosa est une bactérie naturellement résistante aux antibiotiques conventionnels.
Ceci est en partie dii a la faible perméabilité de sa membrane externe (Wilkinson, 1968).
Dans les hopitaux, plusieurs cas ont déja été documentés au sujet de souches de P.
aeruginosa résistantes a de multiples antibiotiques (Fabian, 2000). Les infections causées
par des bactéries résistantes aux antibiotiques sont susceptibles de causer une hausse de
mortalité, des hospitalisations prolongées ainsi qu’une augmentation des cofits engendrés
dans la santé (Carmeli ef al., 1999b). La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques est
un probléme grandissant (Basustaoglu ef al., 1995; Burwen, Banerjee et Gaynes, 1994;
Obritsch ef al., 2005; Shahid et Malik, 2005; Troillet, Samore et Carmeli, 1997) et son
émergence survient fréquemment lors des thérapies (Carmeli er al., 1999a; Fink ef al.,
1994; Manian ef al., 1996; Milatovic et Braveny, 1987; Pechere et Vladoianu, 1992;
Quinn ef al., 1986).

Il existe un nombre limité d’agents antimicrobiens ayant une activité contre P.
aeruginosa incluant les pénicillines et céphalosporines, les carbapenems et
fluoroquinolones, particuliérement le ciprofloxacin. Les aminoglycosides sont utilisés
fréquemment en combinaison avec un autre antibiotique pour le traitement d’infections
sérieuses a Pseudomonas. Selon I’ Agence de santé publique du Canada, le traitement de
premiére intervention privilégié est la combinaison d’une aminoglycoside avec une béta-
lactamine (Santé Canada, 2001). Parues aux Etats-Unis dans le « National nosocomial
infections surveillance » (National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) System
Report), des données ont montré une augmentation de la résistance aux antibiotiques
communément utilisés dans les hopitaux. L’imipenéme, le ciprofloxacin et la ceftazidime
ont vu la résistance accroitre par 15%, 9% et 20% respectivement entre 1998-2002 et en
2003 (NNIS System Report, 2004). Pour chacun de ces antibiotiques, I’émergence de la
résistance lors des thérapies est reconnue comme une cause d’échec au traitement. De
plus, il existe des différences parmi les antibiotiques utilisés, certains favorisant
I’émergence de la résistance. Le ceftazidime a été associé a un risque plutdt faible alors

que 'utilisation de I’imipeneme représente un risque élevé de résistance (Carmeli et al.,
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1999a). 1l existe un autre genre de risque tout aussi élevé chez des patients exposés a des
antimicrobiens & large spectre dont la vancomycine (Harris e/ al., 2002). L’élimination de
la flore naturelle de I’hote peut faciliter I’attachement de P. aeruginosa a I’épithélium
oral et respiratoire. L’implantation d’un programme d’utilisation des antibiotiques semble

nécessaire pour réduire ce genre d’infections (Hughes ef al., 2004).

Il n’existe aucune immunisation contre P. aertginosa qui est la source de nombreux cas
d’infections et dont le nombre de souches multirésistantes est en hausse (Santé Canada,
2001). 11 devient urgent d’identifier de nouvelles thérapies pour contrer ce phénoméne de
maniére a ne pas développer de résistance naturelle. Plusieurs molécules agissant
directement sur la biosynthése des facteurs de virulence sont ’objet d’études diverses.
Cibler I’inhibition du processus d’infection contrairement aux fonctions essentielles
nécessaires a la viabilité bactérienne pourrait diminuer la pression sélective des

antibiotiques causant le développement de la résistance (Hentzer et Givskov, 2003).

1.7 Les facteurs de virulence

La pathogénicité est une propriété multifactorielle dont I’intensité du pouvoir pathogéne
dépend des facteurs de virulence. Elle est estimée par sa capacité a adhérer, coloniser ou
envahir les tissus de I’hote et de provoquer la maladie. De plus le microorganisme doit
étre capable de se multiplier et d’échapper aux mécanismes de défense de 1’hote.
Finalement il doit posséder la capacité mécanique, chimique ou moléculaire de nuire a

I’héte (Prescott, Harley et Klein, 1995).

L’environnement dans lequel se retrouve un pathogéne est complexe et change
constamment. Les facteurs de virulence produits in vivo peuvent donc étre absent in vitro
si les conditions de croissance ne favorisent pas leur production. La contribution des
facteurs de virulence a la pathogénicité des microorganismes a été reconnue lors du siécle
dernier. Un des mécanismes utilisé par P. aeruginosa pour combattre le systéme de
défense de I’hote est de produire une abondante quantité de facteurs extracellulaires

incluant des protéases, des toxines, des hémolysines ainsi que la pyocyanine. Ces facteurs
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ont été associés a la virulence de P. aeruginosa lors d’essais dans des modéles animaux,
des études in vitro ainsi que des études cliniques (Blackwood ef al., 1983; de Kievit et

Iglewski, 2000; Jaffar-Bandjee er al., 1995).

La variation génétique a été étudiée parmi un répertoire de 18 souches de Pseudomonas
aeruginosa ayant été isolées de diverses infections humaines ainsi que de différentes
sources environnementales (Wolfgang ef al., 2003). 1l a été observé que le génome de P.
aeruginosa est hautement conservé, incluant la presque totalité des facteurs de virulence
connus. Les produits des génes associés & la virulence de P. aeruginosa sont presque
exclusivement retrouvés dans la catégorie des facteurs sécrétés. Des génes additionnels
reliés a I’expression de la virulence sont associés a la motilité et I’attachement, la
sécrétion et D’exportation de protéines ainsi qu’a des régulateurs transcriptionnels.
L’étude de ces 267 geénes jouant un rdle direct ou ceux étant prédits de jouer un réle
direct dans la virulence de P. aeruginosa indique un haut niveau de conservation, plus de
97% (Wolfgang ef al., 2003). Les génes associés a la virulence sont présents dans toutes
les souches indépendamment de la source de I’infection. La conservation des génes de
virulence dans les différentes souches cliniques montre que la capacité du pathogeéne
opportuniste de causer des infections repose sur des mécanismes de pathogénicité
hautement conservés. Cependant, chaque infection peut étre influencée par des
caractéristiques fournies par quelques individus ou un petit nombre de génes de virulence
spécifiques a la souche. La conservation de ces mémes génes s’étend méme jusqu’aux
isolats environnementaux. La sélection pour le maintient des traits de virulence semble
exister dans I’environnement. 1l serait donc probable que les souches environnementales
analysées dans cette étude soient capable de causer des infections, malgré la faible
probabilité pour P. aeruginosa de rencontrer un hdte humain (Wolfgang ef al., 2003).
Des analyses phylogénétiques de génes spécifiques & certaines souches n’ont révélé
aucune corrélation entre leur contenu génétique et le type d’infection. Des groupes de
génes spécifiques retrouvés dans le génome de P. aeruginosa, nommés segments
variables, semblent étre des sites préférés pour D’intégration de nouveau matériel
génétique. L’acquisition de nouveau matériel par transfert horizontal peut augmenter la

colonisation et la survie de P. aeruginosa dans différents environnements hotes
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(Wolfgang er al., 2003).

Les facteurs de virulence produits par P. aeruginosa sont variés et peuvent étre soit
associés a la cellule, soit étre sécrétés dans I’espace extracellulaire. D’ailleurs il est
important de réaliser que la pathogénicité n’est pas reliée a un seul facteur, mais est bien
due a I’interaction de différents facteurs. Elle permet la colonisation et la formation de
biofilm, la nécrose des tissus, ’invasion et la dissémination dans le syst¢éme vasculaire,
tout comme I’activation locale et systémique de la réponse inflammatoire (Van Delden,
2004).
Sécrétion de type 111: Lipopolysaccharides Sécrétion de type 1:

Exocenzymes S, T, Y Protéase alkaline
Exotoxine U \ » HasAp

Flagelle

TS~ pili de type IV
Pyocyanine
Sidérophores
Cyanide d’hydrogéne
Rhamnalipides
Alginate Sécrétion de type II:
Exopolysaccharides Elastases LasA et LasB

Exotoxine A
Phospholipase C
Protéase IV
Lipase

Figure 1.2 Les facteurs de virulence chez P. aeruginosa. Les composantes associées a la cellule
bactérienne sont le flagelle, le pili de type 1V, les adhésines et les lipopolysaccharides. Les facteurs de
virulence extracellulaires sont les élastases LasA et LasB, ’exotoxine A, la phospholipase C, la protéase
1V, la lipase, les exoenzymes S, T et Y, ’exotoxine U, I’aginate et les exopolysaccharides, la pyocyanine,
les sidérophores, I’acide cyanhydrique et les rhamnolipides. L’appareil de sécrétion de type III sert a
injecter des protéines dans les cellules eucaryotes. Le quorum sensing régule la production de plusieurs
facteurs de virulence extracellulaires. D’aprés Van Delden (2004).

1.7.1 Les facteurs de virulences associés a la cellule bactérienne
Les facteurs de virulence associés a la cellule bactérienne peuvent promouvoir 1’adhésion

(fig. 1.2). P. aeruginosa utilise différentes adhésines afin d’initier un premier contact a la

surface d’une cellule épithéliale. Il s’agit des facteurs d’adhésion (Van Delden, 2004).
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1.7.1.1 OpfR

Les interactions entre bactéries et récepteurs de surface cellulaire reposent sur six
fibronectines. Chez P. fluorescens, OprF, une protéine majeure de la membrane externe,
semble contribuer directement a I’adhésion aux cellules épithéliales (Azghani e al.,
2002). On retrouve aussi OprF chez P. aeruginosa PAOl1 et PAl4

[www.pseudomonas.com].
1.7.1.2 Le pili de type IV

La capacité de P. aeruginosa non-mucoide a s’attacher aux cellules épithéliales est due a
90% aux pili de type IV (de Bentzmann ef al., 1996; Hahn, 1997). A la surface des pili,
les lectines spécifiques PA-IL et PA-IIL agissent en tant que ligands réagissant avec des
séquences complémentaires de la cellule hote dont les glycosphingolipides des
érythrocytes, pouvant permettre la dispersion de I’infection dans les tissus (Gilboa-
Garber ef al., 1994). Chez P. aeruginosa, ces lectines sont contrdlées par le quorum
sensing, lequel contrdle la production de nombreux autres facteurs de virulence

extracellulaires (Van Delden et Iglewski, 1998; Winzer ef al., 2000).
1.7.1.3 Le flagelle

Le flagelle, responsable de la motilité, est constitué majoritairement de la flagelline. Cette
protéine semble agir en tant qu’adhésine, lui permettant de se lier a la mucine (Feldman
et al., 1998; Scharfman e/ al., 2001). 1l s’agit du principal composé du mucus, un gel
visqueux retrouvé a la surface des cellules épithéliales ciliées des voies respiratoires. La
fonction premiére de la mucine est de retenir et évacuer les particules inhalées a 1’aide de
I’appareil ciliaire. Dans le cas de maladies comme la fibrose kystique, la fonction
mucociliaire est détériorée. La mucine facilite alors la colonisation des voies respiratoires
et joue un rdle important dans la pathogénicité (Ramphal, Arora et Ritchings, 1996). Le
flagelle est aussi un composant bactérien pouvant permettre 1’interaction initiale surface-

cellule nécessaire a la colonisation, une étape essentielle au développement de biofilm
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(O'Toole et Kolter, 1998).

1.7.1.4 Les lipopolysaccharides

La plupart des bactéries Gram négatives ont dans la membrane externe de leur paroi des
lipopolysaccharides ou LPS qui, dans certaines circonstances, sont toxiques pour 1’hote
(Rocchetta, Burrows et Lam, 1999). Le LPS est associé a ’attachement de P. aeruginosa
avec divers composants de son environnement, biotique et abiotique. Il a été suggéré que
le LPS influence I’hydrophobicité des surfaces (Makin et Beveridge, 1996). Des
modifications créées par les groupes phosphoryles composant le LPS provoquent des
changements phénotypiques affectant I’interaction des cellules bactériennes a diverses
surfaces. Ce phénomeéne été observés lors de la formation et de la maturation de biofilms.
Ces modifications sont réversibles lorsque les cellules sont retirées du biofilm et cultivées
sous forme planctonique (Beveridge ef al., 1997). Le LPS pourrait aussi agir en tant que
ligand lors de I’attachement et de I’entrée a I’intérieur de cellules eucaryotes (Zaidi ef al.,

1996).

1.7.2 Les facteurs de virulence extracellulaires

Suite a la premiére étape de colonisation, P. aeruginosa sécréte des protéines causant des
dommages tissulaires, I’invasion des canaux sanguins et la dissémination. Des mutants
déficients pour la production de ces facteurs ont été testés individuellement dans des
études in vivo. Ils ont montré lesquels étaient essentiels a la virulence de P. aeruginosa

(Nicas et Iglewski, 1985).

Trois systémes de sécrétion existent chez P. aeruginosa. Le type 1 est appelé systéme
ABC. Trois protéines sont sécrétées par ce systéme : la protéase alcaline, la protéine
HasAp (Letoffe, Redeker et Wandersman, 1998) et la protéine AprX (Duong et al.,
2001). La majorité des facteurs de virulence sont sécrétés par le systéme II soit les
élastases LasA et LasB, I’exotoxine A, les lipases, la phospholipase C et la protéase IV

(Filloux, Michel et Bally, 1998). Ces produits sont cytotoxiques. IIs peuvent avoir un
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effet sur différents tissus éloignés du site d’infection. Il a été suggéré que le systéme de
sécrétion de type Il est régulé par le quorum sensing (Chapon-Herve er al., 1997).
Finalement, des produits non cytotoxiques chez les cellules eucaryotes sont sécrétés par
le systtme IlIl. Ces produits requiérent un contact étroit avec la cible cellulaire afin
d’exercer leur toxicité au site d’infection. Il s’agit des exoenzymes S, T, Y et de
I’exotoxine U. Ce systéme utilise un appareil de sécrétion et translocation pour injecter,
lors d’un contact étroit, la protéine effectrice directement dans le cytoplasme de la cellule

cible (fig. 1.2) (Barbieri, 2000).

1.7.2.1 La protéase alcaline

Les protéases sont des enzymes qui hydrolysent les protéines en acides aminés. La
protéase alcaline est une métalloprotéase dont I’expression est contrdlée par le systéme de
quorum sensing de P. aeruginosa (Gambello, Kaye et Iglewski, 1993). Elle est la seule
exoprotéase sécrétée par le systtme de sécrétion de type 1. Elle est produite in vitro par
des isolats provenant de patients souffrant de la fibrose kystique (Coin ef al., 1997; Louis,
Sorlier et Wallach, 1998). La protéase alcaline a aussi été détectée dans les tissus de la
cornée lors d’une infection a P. aeruginosa (kératite) (Kernacki et al., 1995) et lors de
bactériémies (Hirakata es al., 1995). Il semble qu’un des roles d’une telle protéase
bactérienne serait d’inhiber la réponse immune locale permettant ainsi le développement

d’un environnement approprié a la colonisation.

1.7.2.2 Les élastases LasA et LasB

Les élastases dégradent ou inactivent d’importantes protéines de divers tissus biologiques
et des composants du systtme immunitaire, dont les immunoglobulines (Doring,
Obernesser et Botzenhart, 1981; Heck er al., 1990). La capacité de P. aeruginosa de
détruire I’élastine est vue comme un déterminant majeur de la virulence lors d’une
infection aigue. L’¢lastine se trouve en grande proportion dans les tissus pulmonaires et
est responsable de I’expansion du poumon et de sa contraction. Elle est une importante

composante des vaisseaux sanguins (Galloway, 1991).
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La production de I’¢lastasc LasB est dépendante du contréle du quorum sensing (Van
Delden et Iglewski, 1998). In vivo, I’activité de LasB n’est pas trés bien connue mais in
vitro, on dénote la dégradation du collagéne et de I’élastine, soit les protéines importantes
pour I’élasticité du poumon (Heck, Morihara et Abrahamson, 1986; Heck ef al., 1986).
I’élastase contribue a la protéolyse des cellules de I'immunité (Holder et Wheeler, 1984),
des inhibiteurs sériques (Morihara ef al., 1984) et de certains composants du systeme du
complément (Schultz et Miller, 1974). L’élastase est I’exoprotéase majeure de P.
aeruginosa et de loin la plus efficace (Galloway, 1991). Elle est sécrétée par le systéme

de sécrétion de type II.

La staphylolysine ou protéine LasA de P. aeruginosa est une protéase dont la
transcription du géne /JasA est hautement régulée par le quorum sensing. La
staphylolysine est un important facteur de virulence lors d’une infection oculaire a P.
aeruginosa (Estrellas, Alionte et Hobden, 2000). In vitro, LasA permet la lyse des
cellules de S. aureus en clivant les ponts polyglycines du petidoglycan (Brito ef al., 1989,
Lache ef al., 1969). En synergie avec LasB, cette exoprotéase provoque la dégradation de
I’élastine mais lorsque seule, LasA reste inactive (Kessler ef al., 1997). LasA clive le lien
Gly-Ala dans la séquence Gly-Gly-Ala de I’élastine, permettant la dégradation par
I’élastase LasB (Kessler er al.,, 1997). L’activité combinée de LasA et LasB est
responsable de I’effet élastolytique abimant 1’élastine des tissus pulmonaires. Cette
combinaison cause ainsi des hémorragies associées aux infections par P. aeruginosa

(Galloway, 1991).

1.7.2.3 Les rhamnolipides

P. aeruginosa produit deux hémolysines, la phospholipase C et les rhamnolipides. Ils
sont soupgonnés d’agir en synergie et de contribuer a I’invasion tissulaire par leur effet
cytotoxique. Les rhamnolipides sont des biosurfactants de type glycolipidiques de faible
poids moléculaire contenant une ou deux molécules de rhamnose reliées a un ou deux
acides 3-hydroxyalcanoiques reliés entre eux par des chaines aliphatiques. Ces

biosurfactants ont une structure semblable aux détergents, abaissent la tension de surface

-22-



des liquides et sont soupgonnés de dissoudre le surfactant des poumons, les
phospholipides, et de les rendre accessibles a la phospholipase C (Liu, 1974). La
régulation génétique de la production des rhamnolipides est dépendante de la densité
cellulaire et controlée par le systéme de quorum sensing (Maier et Soberon-Chavez,
2000). Les rhamnolipides sont retrouvés en grande concentration dans le sputum de
patients ayant la fibrose kystique et dont les bronches sont colonisées par P. aeruginosa
(Kownatzki, Tummler et Doring, 1987). La production de rhamnolipides permet
Pinhibition du transport mucocilliaire et des fonctions ciliaires de I’épithélium
respiratoire. L’absence de ces fonctions permet le maintien de la population bactérienne
dans le poumon (Read er al., 1992). Les rhamnolipides inhibent aussi la réponse
phagocytaire des macrophages (McClure et Schiller, 1992). lls agissent comme
hémolysines extracellulaires thermostables, capables de faire éclater les globules rouges

et de libérer I’hémoglobine (Johnson et Boese-Marrazzo, 1980).

Les rhamnolipides semblent jouer un réle important lors du développement de
communautés bactériennes et particulicrement dans les biofilms de P. aeruginosa
(Davey, Caiazza et O'Toole, 2003; Espinosa-Urgel, 2003). Un mutant rhl4 est incapable
de produire des rhamnolipides. Il est aussi incapable de maintenir ’architecture des
canaux a l'intérieur des biofilms. De plus, les rhamnolipides pourraient prévenir la
colonisation d’un biofilm de P. aeruginosa par d’autres espéces bactériennes (Davey,

Caiazza et O'Toole, 2003).

1.7.2.4 La pyocyanine

P. aeruginosa synthétise un composé caractéristique bleu, soluble dans le chloroforme,
que I’on nomme pyocyanine. Cette molécule fait partie de la famille des composés
tricycliques nommés phénazines (Frank et Demoss, 1959). 1l a été démontré que ce
composé inhibe la respiration cellulaire chez les mammiféres (Stewart-Tull et Armstrong,
1972), empéche le battement ciliaire (Wilson ef al., 1987), inhibe la croissance des
cellules épidermiques (Cruickshank et Lowbury, 1953) ainsi que I’activité de catalase

dans les cellules épithéliales pulmonaires chez I’humain (O'Malley et al., 2003). Ce
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chromophore inactive I’inhibiteur de protéase a1PI3 au site d’infection protégeant ainsi
les protéases de P. aeruginosa. De plus, il a été démontré que la dysfonction des cellules
épithéliales du nez chez les patients atteints de la fibrose kystique est due a I’importante

concentration de pyocyanine présente dans le sputum. (Ratledge et Dover, 2000).

La pyocyanine existe sous forme oxydée ou réduite, la deuxiéme étant un radical libre
réagissant rapidement avec I’oxygéne moléculaire. Cette oxydation permet la formation
de superoxide (0%), de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) ou, en présence d’un catalyseur de
fer, forme un radical hydroxy (HO¢). Ces espéces trés réactives, présentes en trop grande
concentration dans I’organisme, sont toxiques (Fridovich, 1978). La pyocyanine posséde
une activité antimicrobienne contre une variété de microorganisme, permettant a P.
aeruginosa de bénéficier de I’élimination de ses compétiteurs (Baron et Rowe, 1981). 11 a
été démontré que la synthese de la pyocyanine est régulée en partie par le quorum sensing
(Latifi er al., 1995) et plus particuliérement par la molécule signal PQS (fig. 1.8) et

I’expression de pgsE (Déziel ef al., travaux non publiés).
1.7.2.5 Les sidérophores

Tous les microorganismes nécessitent du fer permettant de maintenir actif de nombreuses
enzymes ainsi que les cytochromes. P. aeruginosa n’échappe pas a la régle. Comme la
plupart des bactéries Gram négatives aérobies, il est confronté au probléme d’insolubilité
des ions ferriques Fe** rendant la capture du fer difficile. I doit donc excréter des
molécules chélatant le fer(IIl), les sidérophores. (Prescott, Harley et Klein, 1995). Ce sont
ces protéines qui vont permettre au microorganisme d’obtenir le fer de I’hote a partir de
’hémoglobine, des transferrines, des ferritines ainsi que d’autres protéines (Ratledge et

Dover, 2000).

P. aeruginosa sécréte deux types de sidérophores, la pyoverdine et la pyochéline dans des
conditions limitantes en fer. Ces molécules de transport du fer complexent les ions
ferriques et les fournissent & la cellule bactérienne a I’aide de récepteurs cellulaires

spécifiques (Beare ef al., 2003; Lamont ef al., 2002). La pyoverdine et la pyochéline sont
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requises pour la pleine virulence de P. aeruginosa dans des modéles animaux (Meyer ef

al., 1996; Takase ef al., 2000).

Remarquable par sa couleur fluorescente, la pyoverdine capte et transporte le fer. Dans
les poumons des patients atteints de fibrose kystique, ce chromophore est produit in vivo
lors de la colonisation (Haas, Murphy et Castignetti, 1991). La présence de la pyoverdine
est importante pour I’acquisition du fer dans le poumon et favorise la croissance
bactérienne. Une fois que la pyoverdine est complexée au fer, la présence de ce complexe
dans le milieu extracellulaire est un régulateur positif de la transcription d’autres facteurs
de virulence dont I’exotoxine A ainsi qu’une endoprotéase (Lamont ef al., 2002). La
pyocheline agit elle aussi comme capteur de fer. Cette protéine, une fois complexée au
fer, est responsable de la production de radicaux hydroxyles cytotoxiques, soit le
peroxyde d’hydrogéne et les anions superoxydes a partir des produits des neutrophiles.
La pyocheline contribue ainsi a la destruction des cellules épithéliales des poumons

(Britigan ef al., 1992).

1.7.2.6 L’alginate

L’alginate est un exopolysaccharide produit par P. aeruginosa. La surproduction de
I’alginate permet a la bactérie de combattre les agressions extérieures. La croissance de
P. aeruginosa a I’intérieur d’une matrice composée d’alginate donne la résistance a
plusieurs antibiotiques dont des aminoglycosides, des B-lactames, des fluoroquinolones
ainsi qu’a des désinfectants (Govan et Deretic, 1996). La résistance peut étre associée a
différents déterminants dont la croissance lente, la difficulté d’infiltrer la barriere
d’alginate ainsi que la production de B-lactamases (Hoiby et al., 2001). Une infection
chronique & P. aeruginosa se traduit par le développement d’un biofilm. Celui-ci est créé
par la formation d’une capsule du polysaccharide alginate, a la surface de la bactérie

(Pedersen et al., 1992; Evans et Linker, 1973).

Lors de la colonisation initiale de P. aeruginosa dans les poumons de patients atteints de

fibrose kystique, une thérapie antibiotique agressive peut faire disparaitre I’infection.
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Cependant, lorsqu’il y a conversion de la morphologie cellulaire des bactéries isolées du
sputum en phénotype mucoide, il est impossible de les enrayer (Frederiksen, Koch et
Hoiby, 1997). Dans le cas de patients souffrant de fibrose kystique, il y a sélection de
mutants mucoides. Plus de 90% des souches de P. aeruginosa isolées de poumons de
patients atteints de fibrose kystique sont de phénotype mucoides (Govan et Deretic, 1996;

Rowen et Deretic, 2000).

1.8 Le quorum sensing

Le quorum sensing (QS) permet de réguler ’expression des génes en réponse a la densité
cellulaire. Cette régulation permet aux cellules individuelles d’agir de maniére
coordonnée et en synergie avec la communauté. Ce genre de communication cellulaire
peut servir a I’instauration d’une dynamique de croissance et a I’utilisation des ressources
(Fuqua, Winans et Greenberg, 1994). Le QS est un phénoméne retrouvé chez les
bactéries Gram positives et Gram négatives. Il est dirigé par la production de phéromones
de faible poids moléculaire, que I’on appelle autoinducteurs. La concentration de ces
phéromones permet aux cellules bactériennes de détecter la densité de leur population
dans un environnement précis. Lorsque la densité bactérienne est suffisante, c’est-a-dire
qu’une certaine concentration en phéromones est atteinte, il pourra y avoir initiation

d’une réponse concertée de la population (Fuqua, Winans et Greenberg, 1994).

Le premier systtme du genre a été décrit chez Vibrio fischeri (Nealson et Hastings,
1979), une espéce symbiotique fournissant sa lumiére a des espéces marines
eucaryotiques. L’émission de la lumiére dépend de la transcription de 1’opéron
luciférase. Elle survient lorsque la densité de la population est suffisante pour produire
I’accumulation d’un autoinducteur. La biosynthése de I’autoinducteur est contr6lée par le
geéne luxl. Au-dessus d’un certain seuil de concentration, I’autoinducteur se lie a la
protéine LuxR. Une fois le complexe formé, il ira se lier au promoteur de la luciférase a
un site spécifique nommé boite /ux. Bien qu’initialement considéré pour étre un systéme
spécialisé chez V. fischeri, des travaux ont révélé des systémes homologues ayant des

fonctions biologiques diverses. Ceci inclut Erwinia carotovora, un pathogéne de plante
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ayant un systeme de QS séparé. Une partie sert & I’expression d’enzymes nécessaires a
I’attaque de I’hdte (Jones er al., 1993; Pirhonen er al., 1993) et I’autre a la production
d’antibiotiques (Bainton ef al., 1992). Chez Agrobacterium tumefaciens, un autre
pathogéne des plantes, les homologues /ux//R (tral/R) sont localisés sur un plasmide qui
active le transfert entre bactéries pour la conjugaison (Fuqua et Winans, 1994). La nature
des autoinducteurs varie selon les systtmes de QS. Le trait commun est I’activation
transcriptionnelle ainsi que la répression d’un régulon de génes contrdlés par le QS
lorsque le seuil ou la concentration minimale d’un autoinducteur spécifique est atteint.
Les signaux extracellulaires agissants sur le systéme de quorum sensing des bactéries a
Gram négatif sont les N-acyl-L-homosérines lactones (fig. 1.3) (Fuqua, Parsek et

Greenberg, 2001).

Certains pathogénes peuvent réguler la production de leurs facteurs de virulence. Il existe
différents mécanismes complexes de transduction de signal en réponse a des conditions
environnementales (Betley, Miller et Mekalanos, 1986; Finlay et Falkow, 1989). La
production de facteurs de virulence extracellulaires par un petit nombre de bactéries peu
mener & une réponse efficace de 1’hdte en neutralisant les composés rejetés par les
microorganismes. Cependant, il peut y avoir ’expression coordonnée des génes de
virulence par une population bactérienne entiére lorsque qu’une certaine densité cellulaire
est atteinte. Dans ce cas, il pourra y avoir sécrétion de facteurs extracellulaires seulement
lorsqu’ils pourront étres produits en concentration suffisante pour contrer les défenses de
I’héte. Ceci provoque un changement de 1’équilibre entre les défenses de 1’hdte et les
toxines bactériennes. L’invasion du systéme circulatoire et la dissémination peut ainsi

avoir lieu (Van Delden et Iglewski, 1998).

Les résultats d’études phylogénétiques indiquent que les systémes de quorum sensing
sont anciens chez plusieurs espéces bactériennes. Ceci suggére que le mécanisme de QS a
été établi assez tot dans 1’évolution des bactéries. De maniére générale, les génes associés
au QS sont contigus sur le chromosome. Les composants du complexe
autoinducteur/régulateur transcriptionnel demeurent fonctionnels dans leur association, ce

qui laisse supposer qu’ils ont une évolution commune (Lerat et Moran, 2004).
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1.8.1 Le quorum sensing chez Pseudomonas aeruginosa

Le quorum sensing régule différents événements chez P. aeruginosa dont la formation de
biofilms, la production de facteurs de virulence et de métabolites secondaires, tout

comme I’adaptation et la survie en phase stationnaire (Davies e/ al., 1998).

P. aeruginosa produit et répond a I'émission de signaux intercellulaires et
d'autoinducteurs en coordonnant l'expression de geénes de virulence (Rumbaugh,
Griswold et Hamood, 2000; Smith et Iglewski, 2003). La capacité de coordonner
I’expression de ses genes est avantageuse. Elle permet a P. aeruginosa une attaque
concertée lorsqu’il y a suffisamment de cellules pour submerger les défenses de 1’hote

(de Kievit et Iglewski, 2000).

P. aeruginosa est I'un des modéles les mieux étudiés pour la production des acyl
homosérines lactones (AHL) (Pesci et al., 1999). Chez P. aeruginosa, il existe deux
systémes de quorum sensing, las et rhl. Chacun de ces systémes comprend un régulateur
transcriptionnel, LasR et RhIR, ainsi qu’une AHL synthase, Lasl et Rhll (Pesci er al.,
1997; Winson ef al., 1995). Les produits des génes /as/ et rhll, sont les autoinducteurs,
respectivement le N-(3-oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (3-0x0-Ci,-HSL) ainsi que
le N-butyroyl-L-homosérine lactone (C4-HSL) (fig. 1.3) (Pearson ef al., 1994; Pearson et
al., 1995). Le systéme las régule le systéme rhl en formant une cascade d’activation
transcriptionnelle (fig. 1.7) (Latifi e/ al, 1996; Pesci ef al, 1997). La paire
d’autoinducteurs synthase et de régulateurs transcriptionnels LasRI et RhIRI dirigent
ainsi I’expression de plusieurs génes, incluant des facteurs de virulence, en réponse a
I’augmentation de la concentration d’AHL spécifiques, les oxo-C12-HSL et C4-HSL
(Pesci et al., 1999).
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Figure 1.3 Les acylhomosérines lactones chez P. aeruginosa. Les autoinducteurs des systémes /as et 1/,
le N-(3-oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (3-0x0-C,»-HSL) et le N-butyroyl-L-homosérine lactone
(C4-HSL) respectivement. D’aprés Pearson ef al. (1994).

Les deux systémes de quorum sensing sont hautement spécifiques. L’autoinducteur d’un
systéme est incapable d’activer I’activateur transcriptionnel de I’autre systéme (Latifi e
al., 1995; Pearson, Pesci et Iglewski, 1997) mais I’un n’est pas complétement
indépendant de I’autre. Le complexe LasR/3-0x0-C),-HSL active I’expression de rhiR

(fig. 1.7). Le systéme lasR/ se retrouve donc au-dessus du systéme rA/R/ dans la

hiérarchie du quorum sensing (Latifi ef al., 1996; Pesci ef al., 1997).

A basse densité cellulaire, les autoinducteurs sont synthétisés & un niveau trés bas. Les
autoinducteurs diffusent ou sont transportés (Pearson, Van Delden et Iglewski, 1999)
dans P’environnement immédiat de la bactérie ou le signal est dilué. La conséquence en
est ’absence de transcription de génes. Avec ’augmentation de la densité cellulaire, les
deux autoinducteurs s’accumulent dans le milieu jusqu’a ce que leur concentration
intracellulaire atteigne un certain seuil. Une fois la concentration critique atteinte, les
autoinducteurs 3-oxo-C;-HSL et C4-HSL vont se lier a leur protéine correspondante,
LasR et RhIR (Fuqua, Winans et Greenberg, 1996). Le complexe régulateur
transcriptionnel-autoinducteur va se fixer a une séquence d’ADN spécifique en amont du
geéne cible, permettant la transcription (Stevens, Dolan et Greenberg, 1994; Stevens et

Greenberg, 1997). Ce systétme nous permet de croire que les cellules bactériennes
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peuvent communiquer entre elles (signalisation cellulaire) (fig. 1.8), évaluer Ia
concentration des cellules environnantes (quorum sensing) et agir de maniére coordonnée
en exprimant spécifiquement différents génes en tant que population et non plus comme

cellules individuelles (Van Delden et Iglewski, 1998).

Il a été reconnu que P. aeruginosa produit un signal intercellulaire distinct des AHL
(Pesci et al., 1999). Unique a P. aeruginosa (Lépine et al., 2003), un troisieme signal
intercellulaire a été isolé, le 2-heptyl-3,4-dihydroxyquinoline que I’on nomme aussi le «
Pseudomonas Quinolone Signal » ou PQS (Pesci ef al., 1999). Le PQS s’insére dans la
hiérarchie du quorum sensing de P. aeruginosa en reliant la régulation des systémes las et
rhl (fig. 1.7) (McKnight, Iglewski et Pesci, 2000). Il a été découvert que la production
maximale du PQS correspond & la fin de la phase exponentielle et au début de la phase
stationnaire de croissance (Lépine ef al., 2003). Ceci supporte I’hypothése que le PQS est
un signal de régulation secondaire pour un sous-groupe de génes contrdlés par le QS
(Déziel et al., 2004; Lépine et al., 2003). Malgré le fait que le PQS n’ait pas d’activité
antibiotique (Pesci ef al., 1999), il appartient a une famille peu caractérisée de composés
antimicrobiens, les « composés pyo ». Ces composés sont des dérivés 4-hydroxy-2-

alkylquinolines ou HAQ (Hays ef al., 1945; Lépine ef al., 2004).

1.8.2 La biosynthése des 4-hydroxy-2-alkylquinolines

Jusqu’a récemment, I’analyse des HAQ était problématique et indirecte. Le PQS était
quantifié par analyse densitométrique a partir de plaques chromatographiques sur couche
minces (Calfee, Coleman et Pesci, 2001; D'Argenio ef al., 2002), par essais biologiques
indirects détectant 1’expression d’un rapporteur lasB’-lacZ suite & I’exposition au PQS
(Pesci et al., 1999) et par chromatographie gazeuse couplée & un spectrométre de masse a
capture d’électrons (Taylor et al, 1995). Lépine e/ al. ont développé une méthode
d’analyse des HAQ par chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse
(LC/MS) (Lépine et al., 2003) qui a permis de quantifier et détecter différents HAQ chez
P. aeruginosa dont plusieurs n’ayant jamais été décrit auparavant (Déziel et al., 2004;

Lépine et al., 2004).
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Calfee ef al (2001). ont découvert a I’aide d’acide anthranilique (AA) marqué au carbone
14 que le AA est un précurseur du PQS. Cependant, le PQS ne représentait que 12% des
composés nouvellement synthétisés et marqués au carbone 14, indiquant qu’il pouvait y
avoir d’autres composés additionnels dérivés de I’AA (Calfee, Coleman et Pesci, 2001).
Sachant que la biosynthése du 4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ), un des premiers
HAQ décrits par Hays, se fait a partir de ’acide anthranilique se liant & une céto acide
(Ritter et Luckner, 1971), Déziel ef al. ont émis I’hypothése que I’acide anthranilique est
le précurseur des HAQ. Suite a I’addition d’acide anthranilique tetradeutéré (AA-ds) a
une culture de P. aeruginosa PA14, ’analyse du surnageant des cultures en LC/MS a
révélé que les ions caract.ristiques des HAQ étaient augmentés d’une valeur de 4
Daltons, démontrant clairement que I’acide anthranilique est le précurseur commun

(Déziel et al., 2004).

Les spectres de masse des composés correspondants aux nombreux pics
chromatographiques observés permettent de conclure a la présence de cing séries
distinctes de HAQ ayant une 4-hydroxyquinoline comme structure commune. Dans
chaque série, la chaine alkyle en position 2 varie en longueur. Les congénéres les plus
abondants ont une chaine alkyle avec un nombre impair de carbone, principalement 7 ou
9 (Déziel er al., 2004; Lépine et al., 2004). Dans la série A, le C; 4-hydroxy-2-
heptylquinoline (HHQ) et le Cy (HNQ) sont connus depuis 1952 (Wells, 1952). La série
B posséde un groupe hydroxyle supplémentaire en position 3. Le 3,4-dihydroxy-2-
heptylquinoline, isolé et identifié en 1959 (Takeda, 1959) est caractérisé et nommé PQS
en 1999 (Pesci ef al., 1999). La série C posséde un groupe N-oxide. Les congénéres N-
oxides C;, Cy et Cy; sont déja connus. lls avaient été isolés pour leur propriétés
antagonistes de la streptomycine et de la dihydrostreptomycine (Cornforth et James,
1956; Lightbown, 1954; Sureau es al., 1948). L’activité antibactérienne du congénére C;
4-hydroxy-2-nonylquinoline N-oxide (HQNO) a été démontrée contre S. aureus et
Bacillus subtilis (Déziel el al., 2004; Machan et al., 1992). HQNO est aussi largement
utilis¢ comme inhibiteur du cytochrome des cellules procaryotes et eucaryotes
(Lightbown et Jackson, 1956). Enfin, il peut réguler la virulence de Vibrio cholerae

(Hése et Mekalanos, 1999). Les séries D et E possédent une chaine alkyl insaturée, la
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série E étant similaire a la série C N-oxide, la série D étant similaire a la série A (fig. 1.4)

(Déziel ef al., 2004).
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Figure 1.4 Structures des cinq familles de HAQ. R = saturé, R’ = insaturé. D’aprés Déziel ef al. (2004).

La similarité de la structure des HAQ en plus du marquage a I’AA-d4 suggérent une voie
commune de biosynthése. L’ajout d’intermédiaires marqués au deutérium a démontré que
le HHQ est le précurseur direct du PQS mais pas celui des N-oxides (fig. 1.5) (Déziel ef
al., 2004). La série A est le précurseur de la série des composés B (fig. 1.4). Le PQS
semble étre un produit final de la biosynthése des HAQ ou n’est tout simplement pas
converti en un composé extracellulaire. L’origine des N-oxides n’est pas déterminée
(séries C et E) (fig. 1.4), mais appartiennent tout de méme aux HAQ vu le résultat du
marquage au AA-d4. Les N-oxides ne semblent pas synthétisés en aval du HHQ ou du

PQS, ces produits deutérés ne donnant pas de N-oxides marqués. De plus, un ajout de
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HQNO-d4 a une culture de PA14 ne donne aucun congénére marqué. Considérant son
activité antibactérienne et inhibiteur de cytochrome, le HQNO pourrait bien étre un
produit final de la biosynthése des HAQ (Déziel ef al., 2004). Enfin, la concentration des
séries A, B et D diminuent aprés I’atteinte d’un niveau maximal alors que la

concentration des N-oxides (séries C et E) demeure stable (Lépine ef «l., 2003).

MvfR

H NH,

Acide anthranilique

I o
HO R a1 o *
Céto acide 2 = +
H N R LasR
H PQs

Figure 1.5 La biosynthése des HAQ chez P. aeruginosa. Les structures entre parenthéses sont
hypothétiques. Adaptée d’apreés Déziel ¢f al. (2004).

Lépine et al. ont analysé en LC/MS un mutant pgsL. 1l avait été proposé que ce géne
contribue a la dégradation du PQS (D'Argenio e/ al., 2002). 11 a été découvert que le
mutant pgsL ne produit pas de N-oxides saturés ou insaturés (séries C et E). Tous les
autres HAQ sont produits en concentrations normales. pgsL est donc relié a la
biosynthése des N-oxides (fig. 1.5) (Lépine ef al., 2004). 11 est prédit que le géne pgsL
code pour une enzyme reliée aux monoxygénases (D'Argenio er al., 2002), ce qui
pourrait étre & I’origine de I’oxydation de 1’azote du HHQ en N-oxide mais il n’a pas été
possible d’observer cette réaction avec du HHQ-d4 fourni & une culture de P. aeruginosa
(Déziel et al., 2004)

PgsH, une enzyme codant pour une monoxygénase est requise pour la synthése du PQS
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(Gallagher et al., 2002). Le géne pgsH est controlé par le systtme de QS, sous la
régulation de LasR (fig. 1.5) (Whiteley, Lee et Greenberg, 1999). L’étape finale de la
synthése du PQS dépend donc du quorum sensing et ce dernier régule positivement
I’expression de rhll et rhlR en plus d’induire la transcription de I’élastase /asB (fig. 1.7,
tableau 1.1) (Calfee, Coleman et Pesci, 2001; Gallagher er al., 2002; McKnight, Iglewski
et Pesci, 2000; Pesci ef al., 1997). 11 a été découvert que le PQS est capable de contrdler
des génes dépendants du régulateur transcriptionnel RhIR et ce sans agir sur le systéme

rhl (Diggle ef al., 2003; Déziel ef al., 2003).

1.8.3 Le régulateur transcriptionnel MvfR

En exploitant la capacité de P. aeruginosa d'infecter une variété de vertébrés et de non
vertébrés, I’équipe du Dr. Rhame a développé des systémes modéles qui emploient des
nématodes en complément aux modéles mammiféres pour aider a élucider les facteurs de
virulence responsables de la pathogénie de P. aeruginosa. Les études indiquent un degré
remarquable de conservation dans les mécanismes de virulence employés par P.
aeruginosa pour infecter des hotes d'origines évolutionnaires divergentes (Rahme ef al.,
2000). L’un de ces facteurs identifiés fut MvfR, un régulateur transcriptionnel associé au
quorum sensing. Le géne correspondant, mvfR, est nécessaire a la pleine virulence chez
plusieurs hotes. Son inactivation affecte la production de facteurs régulés par le QS dont
la pyocyanine, les protéases élastolytiques ainsi que différentes molécules sécrétées (Cao

et al.,2001; Rahme et al., 1997).

MvfR régule I’expression de phnAB. La traduction de cet opéron produit I’anthranilate
synthase, une enzyme impliquée dans la synthése de I’acide anthranilique (Cao ef al.,
2001). P. aeruginosa posséde deux anthranilate synthases, I’'une encodée par frpE et
1rpG, qui catalyse la premiére étape de la biosynthese du tryptophane (Essar ef al., 1990).
L’autre anthranilate synthase encodée par phnA et phnB, est nécessaire a la production
des phénanzines (fig. 1.5) (Essar ef al., 1990a). L’analyse comparative du transcriptdme
de PA14 et du mutant mvfR a permis d’observer cinq génes, pgsABCDE (fig. 1.6), tout
juste en amont de 1I’opéron phnAB sur le chromosome de PA14. Le profil d’expression est

semblable dans le mutant mv/R, la transcription des 7 génes est abolie (Déziel ef al.,
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2004). L’inactivation des génes pgsA et pgsB empéche la production des HAQ et il y a
accumulation du précurseur, I’acide anthranilique. Une inactivation de pgsE n’affecte
pas la production de PQS ni des autres HAQ ni de I’AA (Déziel er al., 2004; Gallagher ef
al., 2002). La complémentation génétique suggére que les génes pgsA BCDE forment un
seul opéron (Gallagher ef al., 2002). Mv{R contréle donc I’expression des opérons phnAB
et pgsABCDE, lesquels sont requis pour la synthése des HAQ mis a part le géne pgsE
(fig. 1.5) (Cao et al., 2001; Déziel er al., 2004; Gallagher ef «l., 2002; McGrath, Wade et
Pesci, 2004). La conversion du HHQ en PQS ne se fait pas sous la régulation de mv/R. La
série A dont fait partie le HHQ est le produit final de la biosynthése des HAQ sous le
controle de mv/R. La série A est ensuite convertie en série B (PQS) via /asR par I’enzyme
PqsH (Déziel et al., 2004).
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FPqsA: coenzyme A ligase

PqsB: 3-ox0alkyl-ACP synthase 111

PqsC: 3-0xpalkyl-ACP svnthase 111

PqsD: 3-oxo0alkyl-ACP synthase 111

PqsE: hydrolase de la famille des métallo-fi-lactamases

Figure 1.6 Fonction problable des enzymes de ’opéron pgs. PqsA, PqsB, PgsC et PgsD sont nécessaires
a la biosynthése des HAQ et PqsE est nécessaire a4 la pleine virulence de P. aeruginosa.
[www.pseudomonas.com]

L’article de Déziel ef al. paru en 2005 montre que mv/R joue un rdle dans la régulation de
multiples genes contrdlés par le quorum sensing sans affecter I’expression de lasRI/rhiRI.
De plus, la production d’acylhomosérines lactones n’est pas affectée dans un mutant
mvfR. Le systtme MV{R, avec la contribution essentielle de PqsE, régule positivement un
sous-groupe de génes dépendants de LasR et RhIR. MvfR contribue a la virulence de P.
aeruginosa en contr6lant la transcription de génes qui ne sont pas sous le contrdle de
RhIR. La virulence réduite d’un mutant mv/R n’est pas seulement causée par la perte de la
production des HAQ mais aussi par 1’inhibition de I’expression de pgsE (Déziel ef al.,

2005).
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1.8.4 La régulation du quorum sensing

Un grand nombre de génes impliqués dans la régulation de la cascade d’activation du
quorum sensing ont été rapportés dans la littérature (fig. 1.7) (Chugani ef al., 2001; Pessi
el al., 2001). 11 a é1é démontré que GacA, un régulateur transcriptionnel global contrdle
positivement le systétme /asRI (Reimmann ef al., 1997), ainsi que Vi, lequel est requis
pour la transcription de /asR (Albus ef al., 1997). Un autre régulateur, Rsal., pourrait agir
en tant qu’inhibiteur, vu la répression qu’il exerce sur la transcription de /as/ (de Kievit ef
al., 1999). Derniérement, QscR a été identifié comme inhibiteur de I’activation
prématurée de /as/ lorsque la densité cellulaire est peu élevée (Chugani er al., 2001).
RsmA, un autre régulateur, semble moduler le QS en inhibant a la fois I’expression de

las] et rhil et en affectant la production de facteurs de virulence (Pessi ef al., 2001).

Plusieurs autres génes sont inclus dans la régulation du QS, voir la figure 1.7.
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Figure 1.7 Contrdle du quorum sensing chez P. aeruginosa. Les deux systémes /as et rhl sont sujets a la
modulation par de nombreux régulateurs additionnels apportant un réglage précis du QS. Adaptation
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d’aprés Juhas et al. (2005). Fléche = activation, T = inhibition.

La réponse stringente, un important phénoméne physiologique répondant a un stress
nutritionnel, semble pourvoir activer le circuit du quorum sensing chez P. aeruginosa.
Indépendamment de la densité cellulaire, un changement survient dans la transcription
des génes régulateurs ainsi que dans la cinétique de production des autoinducteurs (van
Delden, Comte et Bally, 2001). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que dans
I’environnement, les bactéries doivent vivre des périodes de jefine par manque d’une
source de carbone ou d’acides aminés, indépendamment de leur densité cellulaire. P.
aeruginosa peut, a I’'intérieur d’un héte, vivre un stress nutritionnel avant d’atteindre le
seuil critique de la production des autoinducteurs permettant I’activation du QS. Dans ce
genre de situation, la réponse stringente peut activer prématurément la production de
facteurs de virulence régulés par le QS. Ces facteurs pourront donc permettre aux
bactéries présentes I’accés 4 de nouveaux nutriments grace a leur activité enzymatique.
Ils pourront aussi permettre la dissémination de la population dans d’autres niches plus

favorables (van Delden, Comte et Bally, 2001).
1.8.5 La communication cellulaire

Plusieurs faits suggérent que le HHQ fonctionne a la maniére d’un messager
intercellulaire. II est retrouvé dans le milieu, sa concentration augmente lors de la phase
exponentielle de croissance et diminue lors de la production du PQS. A I’aide du
marquage au deutérium, Déziel es al. ont observé que le HHQ-d4 exogéne est repris par
les cellules bactériennes, converti en PQS-d4 et relargué dans le milieu (fig. 1.8) (Déziel
el al., 2004). La production du HHQ et du PQS se fait sous le contréle de différents
régulateurs, MviR pour le HHQ et LasR pour le PQS. De plus, on soupgonne ces deux
molécules d’étre produites dans différents compartiments cellulaires. Selon le programme
PSORT, la localisation de I’enzyme PqsH monoxygénase, qui permet 1’hydroxylation du
HHQ en PQS, est prédite dans I’espace périplasmique. Ceci permet donc de croire que le
HHQ fait partie d’une conversation cellulaire. Le HHQ est produit et rejeté par une
cellule bactérienne. Une autre cellule récupére le HHQ, le transforme en PQS et le rejette

a son tour (fig. 1.8) (Déziel er al., 2004).
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Le HHQ et le PQS peuvent transmetire des informations différentes. Le HHQ refléte le
niveau de HAQ extracellulaires, incluant les fonctions antimicrobiennes et inhibitrices de
cytochrome et indique le niveau d’activité de MvfR. Le PQS peut révéler I’activité de
LasR et le niveau des AHL du quorum sensing dans la régulation de la croissance de la
population. II est a noter que le HHQ et le PQS sont des molécules retrouvées associées
en grande quantité aux cellules bactériennes (Lépine ef al., 2003). Le PQS présente une
solubilité limitée dans des solutions aqueuses de par sa nature trés hydrophobe alors que
le HQNO est principalement retrouvé dans le milieu de culture. Le PQS possede donc
une grande affinité pour les membranes riches en lipides des cellules bactériennes
(Lépine er al., 2003). D’ailleurs, I’attachement des 2-alkyl-4-hydroxyquinolines aux
membranes cellulaires a déja été observé (Royt et al., 2001). La possibilité d’une
communication intercellulaire par des HAQ serait également possible par un contact

cellule-cellule.

PqsH

phe L

PQS €—HHQ

i+
P D X S

phz N
N

AR——> HHQ

S HHQ = mm e e __

Figure 1.8 Modéle de communication cellulaire HHQ/PQS. Le HHQ est produit par une cellule, rejeté
dans le milieu et repris par une autre cellule. Le HHQ est transformé en PQS dans le périplasme et rejeté
dans le milieu. Le PQS peut activer ’expression de génes dont I’opéron phz. Adaptation d’aprés Déziel ef
al. (2004).
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1.8.6 Le quorum sensing et la formation de biofilms

L’évolution de la microcolonie & un biofilm mature enveloppé dans une matrice de
polysaccharides extracellulaires semble étre provoquée a la fois par des facteurs
extracellulaires et des signaux du quorum sensing (Fuqua, Winans et Greenberg, 1994).
Des mutants dépourvus d’autoinducteurs forment des biofilms plus minces et moins
structurés que la souche sauvage. Ces mutants sont pourtant moins sensibles aux biocides
et leur aptitude a former des biofilms n’est pas complétement bloquée (Davies ef al.,
1998). Les génes dépendants du QS sont fortement exprimés chez les cellules se
retrouvant a la surface d’un biofilm. L’expression de ces méme génes diminue chez les
cellules qui se situent au centre du biofilm (De Kievit ef al., 2001). Le réle du QS semble
négligeable lors des premiéres étapes de la formation d’un biofilm. Cependant, le QS
semble requis pour ’adaptation des cellules individuelles en une structure multicellulaire
complexe ainsi que pour la différentiation d’un biofilm mature en une structure typique
ayant la forme d’un champignon. Il a d’ailleurs été démontré chez P. aeruginosa que des
molécules du quorum sensing étaient présentes dans les poumons de patients souffrants
de fibrose kystique (Singh ef al., 2000). Ceci suggére qu’il serait possible de faire du QS
une cible dans la prévention de la formation de biofilms. Il a été démontré que le 3-oxo-
Ci2-HSL est requis pour I’établissement d’un biofilm de P. aeruginosa (Davies ef al.,
1998). Le gene de I’autoinducteur synthase /asl est exprimé dans un grand nombre de
cellules lors de la phase initiale du développement du biofilm (De Kievit ef al., 2001).
Au contraire, rhll est peu exprimé dans la phase initiale mais le systéme est activé plus
tard lors de la maturation du biofilm (Sauer er a/., 2002). Des taux élevés du quotient C4-
HSL/3-0x0-C12-HSL ont été observés dans le tissus pulmonaire de patients ayant la
fibrose kystique et infectés par P. aeruginosa (Favre-Bonte ef al., 2002). Le systéme
rhIRl semble important pour la survie de la bactérie dans un biofilm en conditions
anaérobiques (Yoon er al., 2002). Enfin, la production des rhamnolipides dépend du
systéme rhlRI et le maintien de I’architecture du biofilm repose sur les rhamnolipides

(Davey, Caiazza et O'Toole, 2003).
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1.8.7 Le quorum sensing et les facteurs de virulence

Plusieurs observations indiquent que le quorum sensing joue un rdle crucial dans la
virulence de P. aeruginosa en dirigeant I’expression de divers facteurs de virulence (de
Kievit et al., 1999). Des mutants /as et rhl sont atténués de maniére significative dans
leur capacité a provoquer I’inflammation et causer la mort chez des rats adultes (Lesprit

el al., 2003).

Le systeme lasRI régule I’expression de /asB. Ce méme systéme est requis pour une
production optimale d’autres facteurs de virulence extracellulaires dont la protéase LasA
et ’exotoxine A (tableau 1.1) (Gambello, Kaye et Iglewski, 1993). Le systéme lasRI
induit la transcription de génes codant des protéines nécessaires au systéme sécrétoire de
P. aeruginosa (Chapon-Herve ef al., 1997). Le quorum sensing contréle la production de
facteurs de virulence directement au niveau de I’expression et indirectement au niveau de

I’export transmembranaire (Van Delden, 2004).

Le systtme rhiRI régule [I’expression de 1’opéron rhiAB codant pour la
rhamnosyltransférase. Cette enzyme est nécessaire & la production de rhamnolipides
(Ochsner, Fiechter et Reiser, 1994). Le systéme rhl/RI est aussi important pour la
production optimale de I’élastase LasB, la protéase LasA, la pyocyanine et la protéase
alcaline (tableau 1.1) (Brint et Ohman, 1995; Latifi es al., 1995; Pearson, Pesci et
Iglewski, 1997; Reimmann e al., 1997).
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Tableau 1.1 Facteurs de virulences contrdlés par le systéme de quorum sensing chez P. acruginosa.
(Van Delden, 2004)

Sous le contrdle de las Sous le contrdle de rhl Sous le contrdle du PQS
Synthése du PQS Synthése du PQS Systéme rhl
Systéme rhl Rhamnolipides Rhamnolipides
Formation de biofilm Formation de biofilm
Protéase alkaline Protéase alkaline
Elastase Elastase Elastase

Pyocyanine Pyocyanine
Lipase Lipase

Lectines A et B Lectines A et B
Cyanide d'hydrogéne Cyanide d'hydrogéne
Sécrétion Xcp Sécrétion Xcp

Chitinase

RpoS
Exotoxine A
Neuraminidase
Endoprotéase
Catalase

Superoxide dismutase
Aminopeptidase

Swimming

Exoenzyme S
Swarming Swarming
Twitching Twitching

Des tests in vitro ont montré que les AHL sont produits dans des isolats de P. aeruginosa
provenant de patients ayant la fibrose kystique (Geisenberger ef al., 2000) ainsi que dans
le sputum (Middleton e al., 2002) et le tissus pulmonaire (Favre-Bonte ef al., 2002). Le
HHQ et le PQS sont présents dans les poumons de ces patients (Collier er al., 2002).

Il est maintenant connu que le quorum sensing est requis pour la virulence de P.
aeruginosa dans divers modeles animaux d’infection (Rumbaugh, Griswold et Hamood,
2000). La production in vivo des deux autoinducteurs a été démontrée dans un modéle de
souris & pneumonie chronique (Wu ef al., 2000). Les modéles animaux utilisés incluent
un modele de pneumonie aigue néonatal et adulte chez la souris (Pearson ef al., 2000;
Smith et al., 2002; Tang et al., 1996). Il y a aussi un modéle d’infections pulmonaire
aigue et chronique chez le rat (Lesprit ef al., 2003; Wu ef al., 2001) et enfin un modéle de

souris a blessures thermiques (Rumbaugh, Griswold et Hamood, 1999; Rumbaugh er al.,
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1999). Ces modéles ont permis de faire des études sur des souches de P. aeruginosa
mutées dans /asR, lasl et rhil. Le blocage de ’expression des génes de virulence régulés
par le QS diminue la destruction des tissus. Une diminution des cas de pneumonies, de
dissémination et une baisse de mortalité a été observée comparativement aux souches
sauvages. Ceci démontre bien I’importance d’un systtme de QS fonctionnel pour la
virulence de P. aeruginosa. 1l est a noter que ces mutants n’étaient jamais complétement
avirulents. 1l est permis de supposer que la pathogénicit¢ de P. aeruginosa lors
d’infections est multifactorielle. D’autres facteurs indépendants du QS semblent
contribuer a sa virulence (Van Delden, 2004). La production d’autoinducteurs par P.
aeruginosa isolé de patients colonisés ayant la fibrose kystique a été démontrée in vitro
(Geisenberger ¢f al., 2000), ex vivo dans le sputum (Singh ef al., 2000) et in situ dans les
tissus pulmonaires (Favre-Bonte ef al., 2002). Le PQS a aussi été détecté dans des
échantillons respiratoires provenant de patients ayant la fibrose kystique. Il s’agit d’un
autre indicateur de la production in vivo d’un signal intercellulaire produit par P.
aeruginosa lors d’infections pulmonaires dans le cas de la fibrose kystique (Collier ef al.,

2002).

Des analyses transcriptomiques ont permis de vérifier le contréle général du quorum
sensing sur la régulation de I’expression des génes. Ces études (Schuster ef al., 2003;
Wagner e al., 2003; Whiteley, Lee et Greenberg, 1999) montrent que le QS ne contrdle
pas seulement la virulence de P. aeruginosa mais aussi des génes impliqués dans des
fonctions élémentaires. Le QS contréle des groupes de génes impliqués dans le
chemotactisme et la formation de biofilms. L’activation du QS semble s’effectuer sur une
base continue. Certains génes sont activés trés tt dans la courbe de croissance alors que
d’autres sont activés lors de la phase exponentielle et plus tardivement durant la phase

stationnaire (Schuster ef al., 2003).

Faits intéressants, des isolats cliniques déficients dans la production de facteurs de
virulence extracellulaires et régulés par le quorum sensing ont été découverts. La majorité
des isolats étaient affectés au niveau de I’expression des génes lasB et toxA, importants

pour la production de ’élastase et de I’exotoxine A (Hamood, Griswold et Colmer, 1996;
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Pritchard et Vasil, 1990; Rumbaugh, Griswold et Hamood, 1999). Un mutant /asR isolé
d’une plaie était capable de produire des signaux du quorum sensing (Hamood, Griswold
et Colmer, 1996) ainsi qu’un mutant rh/R isolé d’une infection urinaire (Schuster et al.,

2003).

1.8.8 Le quorum sensing et la réponse immunitaire

Le 3-0x0-Cj>-HSL semble étre un important modulateur de la réponse immunitaire de
I’héte lors d’une infection (Smith et Iglewski, 2003). La molécule semble impliquée dans
la virulence de P. aeruginosa en altérant la réponse immunitaire (Rumbaugh, Griswold et
Hamood, 2000). Cette molécule inhibe la prolifération des lymphocytes, stimule la
production d’interleukine IL-8 dans les fibroblastes et les cellules épithéliales des
bronches et stimule les cellules T & produire des interférons INF-y. Le 3-0x0-C2-HSL est
aussi un chémoattracteur et un activateur des leucocytes dans les fibroblastes humains
(DiMango ef al., 1995; Smith e al., 2001; Smith ef al., 2002; Telford ef al., 1998).
Ultimement, une telle action provoquera la libération de protéinases et de molécules pro

inflammatoires dans la région affectée (Rainger er al., 1995).

1.8.9 Les inhibiteurs du quorum sensing

La communauté scientifique recherche des alternatives pour contrdler les infections a P.
aeruginosa a cause de sa résistance a de multiples drogues et de la fréquence des
infections qu’il cause en milieu hospitalier. Des inhibiteurs du quorum sensing sont
activement recherchés en tant que nouveaux traitements contre P. aeruginosa (Hentzer ef
al., 2003). Le QS régule un ensemble de facteurs chez P. aeruginosa. Une mutation du
systtme de quorum sensing atténue la virulence du microorganisme. Il est donc
concevable d’envisager le QS comme une cible dans la lutte contre les infections par cet
organisme. Plus particuliérement, le contrdle des facteurs de virulence a été proposé afin
d’empécher P. aeruginosa de déjouer les mécanismes de défense de 1’hdte (Van Delden
et Iglewski, 1998). Une atténuation de la virulence de la bactérie pourrait contribuer a

I’élimination de I’infection a I’aide de la réponse immunitaire de 1’héte.
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Figure 1.9 Transcription des génes par le systéme /las. L’AHL synthase Lasl utilise la méthionine S-
adénosyl (SAM) et une «acyl carrier protein » (ACP) pour former le 3-oxo0-C;,-HSL. Lorsque la
concentration d’autoinducteur augmente, le 3-oxo0-C;,-HSL se lie au régulateur LasR, provoquant la
dimérisation, I’attachement a I’ADN et la transcription des génes sous le contréle de LasR. Un mécanisme
similaire se produit dans le syst¢me rAl. D’aprés Smith et Iglewski (2003).

Différentes stratégies « anti-virulence » ont été développées dont I’utilisation
d’antagonistes des autoinducteurs (Fast, 2003; Hentzer er al., 2002; Smith, Bu et Suga,
2003), d’enzymes dégradant les autoinducteurs (Dong et al., 2002; Lin el al., 2003;
Reimmann ef al., 2002) et d’inhibiteurs des synthases d’autoinducteurs dont le macrolide

azithromycin (Favre-Bonte, Kohler et Van Delden, 2003; Tateda ef al., 2001).

1.8.9.1 Les antagonistes des acylhomosérines lactones

Un des mécanismes pouvant inhiber I’activation de LasR ou RhIR est I'utilisation
d’analogues d’acylhomosérines lactones. Ils agiraient en tant qu’antagonistes du 3-oxo-
Ci2-HSL et du C4-HSL. Ces analogues auraient une structure similaire aux AHL
naturelles produites par P. aeruginosa. Il pourrait alors y avoir compétition pour
I’attachement a LasR ou RhIR. Les variations de structure des molécules 3-oxo0-C,,-HSL

et C4-HSL ont révélés d’importants épitopes pour I’activation et 1’inhibition de I’activité
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de LasR (Passador ef al., 1996; Smith, Bu et Suga, 2003). Smith et al. ont d’ailleurs
développé une méthode de criblage permettant d’identifier un groupe de composés
capables de compétitionner avec le 3-0x0-C,-HSL et d’inhiber I’activation de LasR
ainsi que la production d’élastase (Smith, Bu et Suga, 2003). D’autres études ont permis
d’identifier un composé furanone halogéné synthétique, capable d’inhiber la production
de plusieurs facteurs induits par le QS (Hentzer e/ al., 2003). Une analyse par micropuce
a ADN de P. aeruginosa exposée a I’inhibiteur a révélé que 80% des génes réprimés
étaient régulés par le QS. Ce résultat montre bien la spécificité du furanone pour le
systéme de QS. Un test sur un modéle d’infection pulmonaire chronique de P. aeruginosa
chez la souris traitée au furanone a montré une diminution du nombre de bactéries isolées
des poumons. Le grand avantage de I’utilisation de tels inhibiteurs est leur petite structure

ainsi que leur facilité de diffusion (Smith et Iglewski, 2003).

Chez Escherichia coli, des analogues spécifiques du N-3-oxohexanoyl homosérine
lactone chez Vibrio fischeri ainsi que le 3-o0x0-Ci»-HSL chez P. aeruginosa ont
compétitionné pour I’attachement a LuxR et LasR. Ils agissent comme antagonistes de
Iactivité de LuxR et LasR (Kline ef al., 1999; Schaefer ef al., 1996). Une algue marine
produit des furanones présentant des similarités structurelles avec les acylhomosérines
lactones. Elles peuvent inhiber les AHL chez Vibrio fischeri et Serratia liquefaciens
(Givskov ef al., 1996). 11 a été démontré qu’un agent antimicrobien, le Triclosan, produit
un effet sur la production de signaux intercellulaires. Il inhibe Fabl, une réductase
transporteur de la fonction acyle qui est importante dans la synthése du C4-HSL et du 3-

0x0-C,-HSL par P. aeruginosa (Hoang et Schweizer, 1999).

1.8.9.2 Les anticorps

Les acylhomosérines lactones diffusent et sont activement rejetées a ’extérieur de la
cellule bactérienne. Une fois dans 1’environnement externe, les AHL représentent des
cibles potentielles pour leur inactivation. Le potentiel des anticorps spécifiques aux AHL
a été évalué pour inhiber D’activité de ces molécules. Une fois diffusées dans

I’environnement extracellulaire, les AHL peuvent étre liées a ces anticorps. Ceci les
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empéche d’interagir avec les cellules eucaryotes, de retourner dans les cellules
bactériennes et d’activer leur régulateur transcriptionnel respectif (Smith et Iglewski,

2003).

1.8.9.3 La lactonase

Plusieurs études ont identifié une enzyme, la lactonase, produite par plusieurs genres
bactériens incluant Bacillus sp., Variovorax paradoxus, Arthrobacter sp. et Arthrobacter
tumefaciens (Carlier et al., 2003; Dong et al., 2002; Leadbetter et Greenberg, 2000; Park
et al., 2003). Ces enzymes sont capables de cliver I’anneau lactone et ainsi de rendre non
fonctionnelles les molécules d’AHL qui sont incapables d’activer leur régulateur
transcriptionnel. Une de ces enzymes a été exprimée chez P. aeruginosa. Une diminution
significative de la production des AHL et de I’expression des facteurs de virulences s’est
produite (Reimmann ef al., 2002). Malheureusement ces enzymes ne représentent pas la
solution idéale vu la difficulté d’acheminer une enzyme active au site d’infection (Smith

et Iglewski, 2003).

1.8.9.4 La biosynthése des acides gras

Les AHL synthases Lasl et Rhll utilisent des intermédiaires de biosynthese des acides
aminés et des acides gras pour produire les acylhomosérines lactones. L’anneau des AHL
provient d’une méthionine S-adénosyle (SAM) et la chaine acyle provient de la protéine
transporteuse de la fonction acyle (ACP) (Hoang et Schweizer, 1999; Parsek er al., 1999).
La protéine Lasl est capable d’utiliser des chaines de longueur variables mais a une
préférence pour les chaines acyles a 12 carbones. En conditions limitantes, la biosynthese
des acides gras a provoqué une augmentation des acyl-ACP a chaines courtes, résultant
en la saturation de Lasl. Une diminution de la production des 3-oxo-C12-HSL actives a
été enregistrée (Hoang ef al., 2002). Le contrdle des substrats de Lasl peut donc avoir un

effet sur la production d’AHL (Smith et Iglewski, 2003).
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1.8.9.5 Les facteurs de régulation

Plusieurs facteurs incluant GacA, Vfr et RelA régulent positivement ’expression de LasR
(de Kievit et Iglewski, 2000; Van Delden et Iglewski, 1998). La suppression de vfi
élimine toute expression de /asR et réduit la production des facteurs de virulence. La
suppression de GacA réduit aussi la production des facteurs de virulence et diminue la
pathogénicité chez un modéle de souris a brilure thermique infectée par P. aeruginosa de
souris. Ces résultats démontrent I’importance de ces facteurs régulateurs dans le controle
du quorum sensing chez P. aeruginosa ainsi que dans la production de facteurs de
virulence. L’importance de ces facteurs de régulation dans I’activation du QS a été
démontrée dans des études transcriptionnelles. L’addition d’AHL exogéne a une culture
de faible densité cellulaire n’a pas permis I’induction prématurée de ’expression des
génes de virulence. La production d’autres facteurs semble nécessaire avant I’induction
du QS (Hentzer et al., 2003; Schuster et al., 2003). 11 semblerait que les divers facteurs
impliqués dans la régulation du QS pourraient devenir des cibles idéales pour bloquer

P’induction de la virulence chez P. aeruginosa (Smith et Iglewski, 2003).

GacA

RelA

Figure 1.10 Empécher P’induction du QS en inhibant les facteurs régulant lasR et lasI (rhiR et rill).
D’apres Smith et Iglewski (2003).

1.8.9.6 Les oligonucléotides antisens
L’utilisation d’oligonucléotides antisens se liant spécifiquement aux transcrits lasR/las] et

rhlR/rhll pourrait inhiber ’expression des génes. L’utilisation de cette technologie afin

d’inhiber spécifiquement la traduction de génes particuliers a été étudiée dans des
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systémes eucaryotes et en sont maintenant a des essais cliniques (Kurreck, 2003). Des
études chez Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis et E. coli ont montré
que des oligonucléotides antisens peuvent se lier spécifiquement au transcrit et inhiber
I’expression du géne (Good et al., 2001; Harth ef al., 2000; Ji et al., 2001). Une telle
méthode présente plusieurs obstacles dont la perméabilité de la cellule et I’efficacité du
mode de transport au site requis. L’avantage de cette technologie est que la régulation
antisens est un phénoméne commun chez les bactéries et que ce mécanisme de régulation

est relativement différent de la plupart des antibiotiques (Ji ef al., 2001).

1.8.9.7 Des inhibiteurs prometteurs

L’algue rouge Delisea pulchra produit des furanones halogénés (fig. 1.11)
biologiquement actifs dans la nature (de Nys et al., 1993). Ces métabolites sont retrouvés
a la surface des algues a des concentrations pouvant inhiber la colonisation par des
procaryotes ainsi que des eucaryotes (de Nys et al., 1995, 2002; Maximilien et al., 1998;
Dworjanyn et al., 1999). Il a été découvert que ces composés sont des inhibiteurs du QS
(Givskov et al., 1996; Hentzer ef al., 2002). Le furanone C-30 (fig. 1.11) et le C-56, des
dérivés synthétiques d’un furanone naturel, peuvent agir en tant qu’antagonistes du
quorum sensing chez les mammiféres (Hentzer ef al., 2003; Wu ef al., 2004). Le furanone
C-30 cible spécifiquement le systtme du quorum sensing et inhibe I’expression des
facteurs de virulence. L’effet de la molécule sur un biofilm de P. aeruginosa a augmenté
la sensibilité a la tobramycine ainsi qu’au SDS. Dans un modéle de souris a infection
pulmonaire, la molécule a inhibé le QS du microorganisme et a permis I’élimination
naturelle du pathogéne par le systtme immunitaire de la souris (Hentzer et Givskov,

2003).
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Figure 1.11 Du métabolite A la drogue. (A) Furanone naturel de ’algue rouge D. pulchra. (B) Composé
C-30, un furanone synthétique ayant une activité d’inhibition du QS. D’aprés Hentzer er al. (2003).

Des molécules produites par des espéces de Penicillium, la patuline et 1’acide
pénicillique, ont été identifiées comme étant biologiquement actives en tant
qu’inhibiteurs du quorum sensing. De plus, il a été trouvé que la patuline augmente la
sensibilité d’un biofilm de P. aeruginosa aux traitements a la tobramycine (Rasmussen, ef
al., 2005b). Des extraits d’ail ont aussi montré une spécificité dans I’inhibition de génes
de virulence controlés par le quorum sensing chez P. aeruginosa. 11 s’est révélé que
Pinhibition du QS est dépendante de la concentration de I’extrait d’ail. De plus, la
diminution de la résistance d’un biofilm a la tobramycine ainsi que I’atténuation de la
virulence de P. aeruginosa PAO1 chez C. elegans, un modéle de nématode, ont été
remarquées. Par ailleurs, I’extrait d’ail rend P. aeruginosa sensible a la phagocytose des
leucocytes polymorphonucléaires (PMN) et améliore la résistance aux infections
pulmonaires ultérieures. Un traitement serait donc une approche possible dans
I’atténuation de la virulence et du contrdle des infections & P. aeruginosa. Des travaux
sont en cours pour ce qui est de I’isolement et de la caractérisation du composé
responsable de I’inhibition du QS dans I’extrait d’ail (Bjarnsholt et al., 2005; Rasmussen

et al., 2005a).
1.8.9.8 Le précurseur des HAQ

Les précurseurs des signaux intercellulaires peuvent a leur tour servir de cible dans la
création de nouvelles thérapies contre P. aeruginosa. Calfee et al. (2001) ont démontré

que I’acide anthranilique était le précurseur du PQS. Des études avaient déja montré que
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des analogues de I’AA pouvaient inhiber I’activité de I’anthranilate synthase (Held et
Smith, 1970; Moyed, 1960). Calfee et al. (2001) ont également trouvé que la quantité de
PQS présente dans le surnageant de la culture diminuait avec une augmentation de
concentration de I’anthranilate de méthyle ajouté et ce, sans affecter la croissance
bactérienne. Il est reconnu que le PQS induit le géne de I’élastase /lasB chez P.
aeruginosa (Pesci et al., 1999). 1l a été suggéré que la réduction de la quantité de PQS
produite méne a une réduction de la production de I’élastase. L’activité de 1’élastase a été
déterminée en présence de I’anthranilate de méthyle. L’augmentation de la concentration
de I’anthranilate de méthyle cause une diminution de Iactivité de I’élastase produite par
P. aeruginosa PAO1. L’activité de I’élastase en présence de 1.5mM de I’anthranilate de
méthyle était comparable a la quantité minimale produite par la souche PAO-JP3, un
double mutant /asR, rhiR incapable de synthétiser LasB (Pearson, Pesci et Iglewski,
1997). Ce résultat montre que I’analogue d’un précurseur d’un signal intercellulaire peut
inhiber la synthése de la molécule signal et causer une diminution de 1’expression de

facteurs de virulence contrélée par la méme molécule signal.

CO,H
Acide anthranilique
NH,,
CO,CH,
Anthranilate de méthyle
NH»

Figure 1.12 Analogues de Pacide anthranilique. L’anthranilate de méthyle posséde une structure
similaire a I’AA, avec un groupement méthyle en position 2. La compétition causée entre les deux substrats
cause une diminution de la production des HAQ et de I'expression des génes de virulence reliés. D’aprés
Calfee ef al. (2001).
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2.1 Les souches utilisées

Lors des tests d’inhibition, la souche sauvage Pseudonmonas aeruginosa PA14, un isolat
clinique UCBPP-PA14, Rif* (Rahme ef al., 1995) a été utilisée. Pour les tests concernant
le régulateur transcriptionnel MvIR, E. coli a été transformé avec les plasmides pDN18
(mvfR), Tc® et pLG12 (pgsABCD), Amp®. Le plasmide pDNI18 contient le promoteur
lacZ permettant I’expression constitutive de mvfR (Déziel et al., 2004). Le plasmide
pLGI12 contient un promoteur natif et requérant ainsi la présence de MvfR pour
I’expression des génes pgs4ABCD (Gallagher ef al., 2002). En ce qui concerne les tests sur
TLC et les gels de protéines , les mutants pgsA, pgsC et pgsD, délétions non-polaires, ont
été utilisés (Déziel ef al., 2004). De plus, les plasmides pLG12 et pLG14 (pgsABC) ont
été transférés chez le mutant pgsA. De ce fait le mutant pgsA ne produisant aucun HAQ
produira du HHQ suite a la présence du plasmide pgs4ABCD (tout comme chez le mutant
pgsE). La présence du plasmide pgs4BC multi-copies permet une surproduction des
produits des génes pgsABC mais sans production de HAQ. Le tableau 2.1 montre les

souches et plasmides utilisés lors de I’expérimentation.

Tableau 2.1 Souches et plasmides utilisés lors de I’expérimentation

Souche / plasmides Caractéristiques Source ou référence

P. aeruginosa

PA14 Isolat clinique UCBPP-PA14 Rahme ef al. (1995)
PA14 pgsA- Délétion non-polaire Déziel et al. (2004)
PA14 pgsC- Délétion non-polaire Déziel et al. (2004)
PA14 pgsD- Délétion non-polaire Déziel et al. (2004)

E. coli

DHS5 alpha

Plasmides Caractéristiques Source ou référence
pDN18-mvfR promoteur constitutif, TcR Déziel et al. (2004)
pLG12 pgsABCD [pUCI18], AmpR  Gallagher et al. (2002)
pLG14 pgsABC [pUC18], AmpR Gallagher et al. (2002)
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2.2 Les milieux de croissance

Les souches ont été cultivées en milieu liquide Luria-Bertani (LB) (Becton, Dickinson
and Compagny - Les laboratoires Difco) avec agitation & 240 rpm ou sur milieu solide
LB agar a 1.5% a 30°C. Ces mémes milieux ont été supplémentés avec des antibiotiques
nécessaires pour la sélection et le maintien des vecteurs plasmidiques, la tétracycline (Tc)

(1.5 pg/mL) et I’ampicilline (Amp) (2 pg/mL).

2.3 L’inoculation et la croissance des souches

A partir de cellules fraiches de 12 h sur Pétris, I’inoculation a été effectuée dans un tube
de milieu liquide LB de 5 mL et remis en culture pendant 12 heures avec agitation
rotative. Pour les expérimentations, les cultures ont été préparées le jour méme dans des
Erlenmeyer de 250 mL contentant 50 mL de milieu LB. L’inoculation de départ se fait a
partir de la culture liquide de 12 h a une densité optique D.O.gponm de 0.05. Le volume a

ajouter €tait calculé a partir de la formule suivante :

Volume a ajouter = (D.O. voulue * volume & inoculer) / D.O. de I’innoculum

Lors des expérimentations comprenant 1’acide anthranilique C14 (CDN isotopes, Pointe-
Claire, Canada) I’ajout se fait a une concentration de 1 puCi par 50 mL de milieu de
culture lorsque la densité optique se trouve entre 1.5 et 2.0. Il a été remarqué que I’ajout
de PQS augmente la production en HAQ. Les cultures ont donc été supplémentées en
PQSd4 a concentration de 10 ppm pour chaque culture de 50 mL. L’ajout s’est effectué 4
une D.O. entre 1.5 et 2.0. Les cultures ont été arrétées a une D.O. d’environ 3.5 lors des

différentes expérimentations ne comprenant pas le suivi de la courbe de croissance.

2.4 Les inhibiteurs

L’anthranilate de méthyle (MA), le 2-aminoacétophénone (2AA), I’acide 6-chloro-2-

aminobenzoique (6Cl), I’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique (6F), I’acide N-
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méthylanthranilate (NMAA), I’alcool 2-aminobenzylique (2ABA), I’acide 4-chloro-2-
aminobenzoique (4Cl), I’acide 4-fluoro-2-aminobenzoique (4F), I’acide 5-fluoro-2-
aminobenzoique (5F) et I’acide 2-nitrobenzoique (2NB) proviennent de chez Sigma-
Aldrich (St-Louis, MO, USA) (Tableau 2.2). Les inhibiteurs ont été préparés a partir
d’une solution mére de méthanol dont la concentration finale dans le milieu de culture
était de 1.5 mM. L’utilisation du méthanol a permis de bien solubiliser les poudres tout
en évitant la stérilisation par filtration. L’ajout des solutions ne dépasse pas 1% du
volume de la culture soit 500 pL d’inhibiteur pour 50 mL de culture, pour éviter

I’inhibition de la croissance bactérienne par le méthanol.

Tableau 2.2 Les inhibiteurs

Inhibiteurs Abbréviations
Anthranilate de méthyle MA
2-aminoacétophénone 2AA
Acide 6-chloro-2-aminobenzoique 6Cl
Acide 6-fluoro-2-aminobenzoique 6F
Acide N-méthylanthranilate NMAA
Alcool 2-aminobenzylique 2ABA
Acide 4-chloro-2-aminobenzoique 4Cl
Acide 4-fluoro-2-aminobenzoique 4F
Acide 5-fluoro-2-aminobenzoique S5F
Acide 2-nitrobenzoique 2NB

2.5 Les courbes de croissance

La croissance des souches, avec et sans inhibiteur, a été mesurée toutes les 5 heures sur
une période de 35 heures. Pour éviter les prélévements durant la nuit, une deuxiéme
culture était inoculée & la fin de la premiére journée (voir le tableau 2.3). La croissance
bactérienne a été mesurée par densité optique a4 une longueur d’onde de 600 nm au
spectrophotométre. Les densités optiques au temps 25 des séries 1 et 2 étaient comparées
pour valider la concordance des séries. Les courbes de croissance ont été faites en

triplicata.
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Tableau 2.3 Les temps de prélévements

~ Temps (heures) 0 5 10 15 20 25 30 35 B
Série 1 X X X X X X
Série 2* X X X

* inoculation de la série 2, 15 heures avant son premier prélévement

2.6 Les extractions au méthanol

Pour I’analyse des HAQ, des aliquotes de 500 pL ont été prélevées aux 5 heures lors de
la courbe de croissance. Les échantillons ont par la suite été dilués dans un volume
équivalent de méthanol contenant un standard interne, 20 mg/L de 5,6,7,8-tétradeutéro-2-
heptyl-3,4-dihydroxyquinoline (Lépine er al., 2003) et 1% d’acide acétique. Les
échantillons ont été inversés pour bien solubiliser les HAQ dans le méthanol et
centrifugés a 15,000 g pendant 15 min. Le surnageant a été transféré dans un vial de

borosilicate et conservé a — 20°C.

2.7 Les analyses en chromatographie liquide couplée au spectrométre de masse

Les analyses en chromatographie liquide couplée au spectrométre de masse (CL/SM) ont
été faites avec un CLHP d’Agilent HP1100 (Agilent Canada, Pointe-Claire) et d’un
Quattro II de Micromass (Micromass Canada, Pointe-Claire). La colonne de
chromatographie utilisée est une Agilent HP Eclipse XDB-C8 de type Luna Phenomenex
de 4.5 x 150mm. Les échantillons passent par un gradient eau / acétonitrile avec une
concentration constante de 1% d’acide acétique. La composition du solvant initial est de
80% d’eau pour 20% d’acétonitrile. Un changement linéaire des concentrations s’effectue
sur 28 minutes avec au final 2% d’eau et 98% d’acétonitrile. Ces concentrations sont
maintenues pendant 6 minutes additionnelles, le retour aux conditions initiales se fait en 1
minute et finalement la stabilisation pendant 3 minutes. La vitesse du courant est de
0.4m/min et passe par un « splitter » de marque Valco. Le volume d’échantillon injecté
dans le spectrometre de masse est de 20uL. Les analyses ont été effectuées par
électronébulisation en mode positif. Le voltage du capillaire était de 3kV et le voltage du

cone a 21V. La température de la source était de 120°C. L’azote est utilis¢ comme gaz
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nébulisateur et de séchage a un flot de 20 et 200mL/min, respectivement. Certains
résultats ont été recueillis en mode « Selective Ion Detection » (SID). Un balayage entre
130 et 360 a permis la détection des ions pseudomoléculaires des HAQ. En mode positif,
le PQS, HHQ et le N-oxide sont détectés a des m/z de 260, 244 et 260 respectivement.
Les temps de rétention du PQS et du N-oxide différent lors de la chromatograhie, 15.34

min pour le PQS et 16.47 pour le N-oxide.

2.8 La quantification

La quantification des HAQ a été faite en mesurant I’aire sous la courbe des
chromatogrammes des ions pseudomoléculaires ainsi que du standard interne. Ce
quotient a été multiplié par la concentration du standard interne ajouté. Les inhibiteurs
ont aussi été quantifiés en établissant une droite standard des inhibiteurs respectifs. La
concentration de I’inhibiteur est alors calculée en fonction de 1’équation de la droite

établie.

2.9 Les extractions au chloroforme

La mesure de la production de la pyocyanine s’est faite par I’extraction au chloroforme.
Un échantillon de 1.5 mL de culture est récupéré et le surnageant est séparé des cellules
par centrifugation a 15,000 g pendant 15 min. Un millilitre de surnageant est récupéré
dans un tube a essai. L’extraction se fait par ’ajout de 500 puL de chloroforme et est
répétée 2 fois. Les deux extractions sont mises en commun et 500 pL de HCI 0.2N est

ajouté. La détection de la pyocyanine se fait 4 520 nm (Essar ef al., 1990a).

2.10 Les extractions a ’acétate d’éthyle

L’extraction a ’acétate d’éthyle a été utilisée afin de récupérer toutes les molécules
polaires produites par la souche PA14. Suite & une centrifugation de 15,000 g pendant 15

min, la fraction cellulaire et le surnageant ont été extraits séparément a I’acétate d’éthyle.

Une deuxiéme extraction a été faite avec la culture bactérienne totale, surnageant et
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cellules. Pour favoriser I’éclatement des cellules, une procédure de gel-dégel a été
utilisée. 1l s’agit de congeler les tubes a -80°C et de les dégeler au bain-marie & une
température de 50°C. La lyse des cellules est visible par I’aspect visqueux de la culture
ou du culot. Le volume d’acétate d’éthyle ajouté représente le tiers du volume a extraire.
Une agitation vigoureuse est nécessaire pour bien mélanger la phase aqueuse et I’acétate
d’éthyle pour récupérer les molécules polaires. Une centrifugation a 15,000 g a été
nécessaire pour bien séparer les deux phases. La phase acétate d’éthyle a été récupérée
dans un ballon et la phase aqueuse est a nouveau lavée a 1’acétate d’éthyle, pour un total
de 3 fois. Les trois extractions ont été mises en commun et ont été déshydratées au sulfate
de sodium (Na;SQ,). L’acétate d’éthyle a ensuite été évaporé au rotovapor, sous vide. Le
transfert de la phase seche s’est fait dans un vial de borosilicate en lavant le ballon avec 1
mL d’acétate d’éthyle, 3 fois. L’acétate d’éthyle a été évaporé au jet d’azote. La phase
polaire est ensuite solubilisée dans les conditions de départ de la méthode de
chromatographie en phase liquide, soit 500 puL. d’une solution de 30% acétonitrile et 1%
acide acétique. Les échantillons ont été analysés au HPLC couplé au spectrométre de

masse en mode positif.
2.11 La chromatographie sur plaque de silice

Suite a I’extraction a I’acétate d’éthyle, I’extrait a été séparé par chromatographie sur
couche mince (CCM) (Whatman). Pour la premiére dimension, un mélange de 90 %
dichlorométhane et 10 % méthanol a été utilisé et en deuxiéme dimension, un mélange de
70 % acétate d’éthyle et 30 % d’hexane. La plaque de silice contient du F254, un
indicateur fluorescent excitable a une longueur d’onde de 254nm. La plaque fluoresce
partout & I’exception des endroits ou se trouvent les composes organiques. A 366 nm, la
plaque n’est plus fluorescente, mais certains types de molécules émettent de la

fluorescence a cette longueur d’onde, ce qui est le cas du PQS.
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2.12 Le Phosphorlmager

Pour révéler la radioactivité se trouvant dans les extraits séparés par chromatographie sur
couche mince, le Phosphorlmager a été utilisé. Il s’agit d’un systéme quantitatif d’image
comprenant une plaque de phosphore photostimulable capable d’accumuler et produire

’image de la radioactivité présente dans I’échantillon.

2.13 Fractionnement cellulaire

Les cultures ont été centrifugées dans des tubes Falcon de 25 mL a 15,000 g pendant 30
min. afin de séparer le surnageant des cellules bactériennes. Par la suite les culots ont été
resuspendus dans 1 mL de tampon K2HPO4 0.05M pH 7.5. L’inhibiteur de protéase
PMSF, a été ajouté a la concentration finale de 10 pg / mL. Une extraction par gel-dégel
a été effectuée pour ensuite centrifuger une premiére fois a 15,000 g pendant 10 min pour
permetire de séparer les gros extraits bruts. Le surnageant a été récupéré et centrifugé a
I’ultra-centrifugeuse pour séparer les membranes du cytoplasme a 40,000 g pendant 90
minutes avec le rotor 75Ti. Le surnageant a été récupéré et 20% en glycérol a été ajouté
pour conserver au congélateur a —80°C. Le culot a été resuspendu dans 500 uL de tampon
phosphate 0.05M a pH 7.5 additionné de glycérol a 20% et de Triton 1% pour solubiliser

les membranes.

2.14 Les électrophoreéses sur gel de polyacrylamide en conditions non dénaturantes

Certains des génes de I’opéron pgsA-D présentent des similarités de séquences avec des
protéines transporteuses de la fonction acyle (ACP). Celles-ci sont soupgonnées de fixer
la fonction acyles des cétoacides, & I’aide d’un lien covalent faible. Les protéines
cytoplasmiques et membranaires ont été séparées sur gel dans le but de trouver une ACP
marquée, de par la présence de I’intermédiaire cétoacide couplé a I’acide anthranilique
radioactif. Les conditions classiques d’électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS sont dénaturantes et peuvent donc arriver a briser le lien covalent. Les

gels non dénaturants sont quant & eux sensibles aux processus pouvant altérer la charge
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ou la conformation de la protéine. Il s’agit donc d’une excellente technique pour détecter
des oligomeres et agrégats covalents ou non-covalents ainsi que des liaisons protéine-
protéines ou protéine-ligand. Ces gels sont faits en absence de SDS. Alors que la
mobilité électrophorétique dépend de la masse moléculaire dans un gel SDS-PAGE, en
conditions non dénaturantes, la mobilit¢ dépend et de la charge et de son
hydrodynamisme. Le gel de concentration 4% posséde donc 0.1% de SDS, le gel de
séparation 12% contient 0.1% en SDS ainsi que le tampon électrophorése (Tris base 25
mM, glycine 250 mM, SDS 0,1%, pH 8.3) sous une tension de 35 V pour les 3 premiéres
heures et sous une tension de 100 V pour les 12 heures suivantes (Laemmli, 1970;
Madhavarao et al., 2003) Pour le tampon de chargement des échantillons, on a omis

I’utilisation de SDS, de mercaptoéthanol ainsi que le chauffage.

2.15 Coloration des protéines au bleu de coomassie

Les gels de polyacrylamides ont été incubés 60 min dans une solution de bleu de
Coomassie (0,04 % (p/v) Coomassie brillant blue R, 40 % (v/v) méthanol, 10 % (v/v)
acide acétique glacial). Ensuite la décoloration a été faite dans une solution décolorante
(25 % (v/v) méthanol, 10 % (v/v) acide acétique glacial) jusqu’a transparence du gel et
lavés abondamment a I’eau. Ensuite, les gels ont été incubés dans une solution de séchage
(40 % (v/v) méthanol, 3 % (v/v) glycérol) a température piéce durant 2 heures et séchés

sur des papiers buvards.

2.16 L’autoradiographie

L'autoradiographie est une méthode permettant la détection qualitative de matériel
radioactif fixé sur un substrat solide. Cette matrice peut alors étre mise en contact avec
un film. Les radiations émises impressionneront alors le film vis-a-vis de leur lieu
d'émission. Le développement subséquent du film permet de localiser le ou les endroits
ou est situé le traceur radioactif. Les films KodakBioMax MS ont €été directement
exposés a température de la piece aux gels colorés au bleu de Coomassie pendant une

période de 7 jours.
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Résultats







3.1 La sélection des inhibiteurs

Nous avons exposé P. aeruginosa PA14 a une série de neuf composés présentant des
analogies de structures avec I’acide anthranilique en observant I’effet de ces composés
sur la synthése des HAQs. Dans un objectif a long terme de trouver un inhibiteur de la
virulence de P. aeruginosa il nous faut également considérer 1’effet de ses composés sur
la croissance des bactéries de méme que 1’absence de dégradation de ces composés par

les bactéries.

3.1.1 L’inhibition de la production des HAQ

Les différentes molécules choisies ont €té ajoutées au milieu de culture et apres
inoculation analysées a différents intervalles directement dans le surnageant par
spectrométriec de masse. L’effet de ces molécules a été mesurée au niveau des
concentrations de trois HAQ, représentant trois des principales familles de HAQ, soit le
4-hydroxy-2-heptylquinoline (HHQ), le 2-heptyl-3,4-dihydroxyquinoline (PQS) et le 4-
hydroxy-2-heptylquinoline N-oxide (Lépine ef al., 2004). Ces trois molécules possedent
une chaine alkyle en position 2 composée de 7 carbones et sont les congénéres les plus

abondants de chaque famille.

Les figures 3.1 a 3.11 montrent la variation de la concentration en mg/L des HAQ dans le
temps. Chez tous les contrdles, la production de HHQ est & son maximum au temps S h.
(fig. 3.1) et diminue par la suite. Le PQS montre une concentration maximale au temps
25 h. et diminue ensuite graduellement. La concentration du N-oxide augmente tout au

long de la croissance bactérienne (fig. 3.1).

Le tableau 3.1 compare I’inhibition de la production des HAQ suite a I’utilisation des
différentes molécules inhibitrices. Cette comparaison est effectuée a des temps
correspondants aux maximums de production retrouvés chez les contréles pour les
différentes familles de HAQ. Ces temps correspondent au temps 5 h. pour le HHQ, aux
temps 20 ou 25 h. pour le PQS et au temps 35 h. pour le N-oxide.
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Figure 3.1 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 par la souche PA14.
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Figure 3.2 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contrdle de la souche PA14
comparé a addition de 1.5mM de 2-aminoacétophénone (2AA) dans le milieu de culture.
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Figure 3.3 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contrdle de la souche PA14
comparé a I’addition de 1.SmM d’anthranilate de méthyle (MA) dans le milieu de culture.
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Figure 3.4 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contréle de la souche PA14
comparé a ’addition de 1.5mM d’acide 4-chloro-2-aminobenzoique (4Cl) dans le milieu de culture.
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Figure 3.5 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contrdle de la souche PA14
comparé A I’addition de 1.5mM d’alcool 2-aminobenzylique (2ABA) dans le milieu de culture.
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Figure 3.6 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contrdle de la souche PA14
comparé a ’addition de 1.5mM d’acide 6-chloro-2-aminobenzoique (6Cl) dans le milieu de culture.
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Figure 3.7 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contrdle de la souche PA14
comparé a I’addition de 1.5mM d’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique (6F) dans le milieu de culture.
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Figure 3.8 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contréle de la souche PA14
comparé a ’addition de 1.5mM d’acide N-méthylanthranilique (NMAA) dans le milieu de culture.
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Figure 3.9 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contrdle de la souche PA14
comparé i I’addition de 1.5SmM d’acide 4-fluoro-2-aminebenzoique (4F) dans le milieu de culture.
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Figure 3.10 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un controle de la souche PA14
comparé a I’addition de 1.5mM d’acide 5-fluoro-2-aminobenzoique (5F) dans le milieu de culture.
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Figure 3.11 Suivi dans le temps de la production des HAQ C7 dans un contréle de la souche PA14
comparé a ’addition de 1.5mM d’acide 2-nitrobenzoique (2NB) dans le milieu de culture.

Tableau 3.1 Pourcentage de la réduction de la production des HAQ en présence de différents
inhibiteurs.

Réduction des HAQ (%) *

Inhibiteurs HHQ PQS N-oxide

2-aminoacétophénone (2AA) 33 42 41

Anthranilate de méthyle (MA) 52 57 1 2%
Acide 4-chloro-2-aminobenzoique (4Cl) 90 95 91
alcool 2-aminobenzylique (2ABA) 32%%* 5 16
Acide 6-chloro-2-aminobenzoique (6Cl) 46 76 90
Acide 6-fluoro-2-aminobenzoique (6F) 90 97 97
Acide N-méthylanthranilate (NMAA) 32 20 ¥
Acide 4-fluoro-2-aminobenzoique (4F) 93 72 29
Acide 5-fluoro-2-aminobenzoique (5F) 90 79 36

Acide 2-nitrobenzoique (2NB) 24%* 7 1

* Calculés apres Sh pour le HHQ, 20-25h pour le PQS et 35h pour le N-oxide
** Augmentation de la production
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Les inhibiteurs ont été testés par groupe a différents moments. De celte maniére, le 2-
aminoacétophénone et I’anthranilate de méthyle ont été testés la méme journée et
possedent donc la méme série de contrdle en triplicata. Tel est aussi le cas de I’acide 4-
chloro-2-aminobenzoique et de I’alcool 2-aminobenzylique; I’acide 6-chloro-2-
aminobenzoique, I’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique et I’acide N-méthylanthranilate;
I’acide 4-fluoro-2-aminobenzoique, 1’acide 5-fluoro-2-aminobenzoique ainsi que I’acide

2-nitrobenzoique.

Le 2-aminoacétophénone semble retarder la production du HHQ, le maximum de
concentration passe de 5 @ 10 h. La concentration en PQS et N-oxide est diminuée de
40% (fig. 3.2 et tableau 3.1). Avec I’anthranilate de méthyle, la concentration du PQS est
diminuée de 57%, et de 52% pour ce qui est de la concentration en HHQ. L’anthranilate
de méthyle augmente de 12% la concentration du N-oxide comparativement au contréle,
une augmentation non significative lorsque 1’on considére les écart-types, (fig. 3.3 et

tableau 3.1).

L’acide 4-chloro-2-aminobenzoique semble avoir un effet trés marqué sur la production
du HHQ, du PQS et du N-oxide, avec des réductions de plus de 90% de la concentration
comparativement au contrdle (fig. 3.4 et tableau 3.1). L’alcool 2-aminobenzylique inhibe
trés peu la production du PQS et du N-oxide, avec des réductions de 5 et 16%
respectivement. On remarque une augmentation du HHQ produit en présence de la
molécule de 2ABA. Comparativement au contrdle dont la concentration en HHQ diminue
de fagon abrupte aprés 5 h, le 2ABA montre une baisse plus graduelle. Au temps 25 h. on
retrouve 6 fois plus de HHQ que chez le contréle. La concentration fini par chuter au

temps 30 h. (fig. 3.5 et tableau 3.1).

Dans la prochaine série, on remarque qu’a la place d’un pic maximal de production, les
contrdles présentent un plateau de production du PQS entre les temps 15 et 25 h. Pour ce
qui est du HHQ, un plateau de production se trouve entre les temps 10 et 30 h. L’acide 6-
chloro-2-aminobenzoique cause une réduction de 76% du PQS et de 90% du N-oxide. La

production de HHQ demeure stable dans le temps a des concentrations équivalentes au
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contrdle excepté au temps 5 h. ot il y a une diminution de 46% de HHQ (fig. 3.6 et
tableau 3.1). L’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique montre une inhibition presque totale des
trois HAQ (fig. 3.7 et tableau 3.1) Une diminution de 90% du HHQ, de 97% du PQS et
de 97% du N-oxide est en effet observée. L’acide N-méthyl anthranilique réduit de peu
les maxima de production du HHQ et du PQS, soit de 32 et 20% respectivement, mais
dans I’ensemble, la production en HHQ est semblable a celle du contrdle. La
concentration finale du N-oxide au temps 35 h. est également semblable au contrdle, mais
on remarque que tout au long de la croissance, les différents temps de prélévements
montrent une concentration plus élevée du N-oxide lorsque I’inhibiteur est présent (fig.

3.8 et tableau 3.1).

L’acide 4-fluoro-2-aminobenzoique réduit de 93% la production du HHQ et la
concentration du PQS de 72%. Le N-oxide semble étre le HAQ le moins affecté par la
présence de I’inhibiteur avec une diminution de 29% seulement (fig. 3.9 et tableau 3.1).
L’acide 5-fluoro-2-aminobenzoique diminue de 90% la production du HHQ. La
concentration du PQS est abaissée de 79% et le N-oxide est diminué de 36% (fig. 3.10 et
tableau 3.1). L’acide 2-nitrobenzoique semble stimuler la production du HHQ, dont la
présence reste mesurable jusqu’au au temps 30 h. comparativement au temps 20 h chez le
contrdle. La production du N-oxide est tout & fait semblable avec ou sans inhibiteur. Pour
ce qui est de la production du PQS, les courbes ne différent que trés Iégérement (fig. 3.11

et tableau 3.1).
3.1.2 Les courbes de croissance

Il est important que la croissance bactérienne ne soit pas affectée suite a 1’ajout d’un
inhibiteur car si la croissance bactérienne était affectée, cela aurait un impact au niveau
de la quantité¢ de HAQ relachés dans le milieu, ce qui compliquerait I’interprétation des
résultats en termes d’inhibition intrinséque de la synthése des HAQ. La croissance d’un
contrdle de PA14 est alors comparée A cette méme souche mise en présence d’un
inhibiteur. La mesure a été effectuée par spectrophotométrie aux 5 heures. Les figures
suivantes, 3.12 a 3.15, montrent ’évolution de la densité optique des cultures dans le

temps.
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Figure 3.12 Courbes de croissance de la souche PA14 en présence de 1.5 mM d’anthranilate de
méthyle (MA) et de 1.5 mM de 2-aminoacétophénone (2AA).
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Figure 3.13 Courbes de croissance de la souche PA14 en présence de 1.5 mM d’acide 4-chloro-2-
aminobenzoique (4Cl) et de 1.5 mM d’alcool 2-aminobenzylique (2ABA).
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Figure 3.14 Courbes de croissance de la souche PAI4 en présence de 1.5 mM d’acide 6-chloro-2-
aminobenzoique (6Cl), de 1.5 mM d’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique (6F) et de 1.5 mM d’acide N-
méthylanthranilique (NMAA).
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Figure 3.15 Courbes de croissance de la souche PA14 en présence de 1.5 mM d’acide 4-fluoro-2-
aminobenzoique (4F), de 1.5 mM d’acide 5-fluoro-2-aminobenzoique (SF) et de 1.5 mM d’acide 2-
nitrobenzoique (2NB).

On peut remarquer dans les figures 3.12 a 3.15 que les inhibiteurs testés ont des effets
différents sur la croissance bactérienne. L’acide 6-chloro-2-aminobenzoique, 1’acide 6-
fluoro-2-aminobenzoique, 1’acide N-méthylanthranilique, ’alcool 2-aminobenzylique,
’acide 4-fluoro-2-aminobenzoique, I’acide 5-fluoro-2-aminobenzoique et I’acide 2-
nitrobenzoique ne montrent pas d’effet inhibiteur sur la courbe de croissance. L’
anthranilate de méthyle, le 2-aminoacétophénone et I’acide 4-chloro-2-aminobenzoique
sont des produits qui empéchent la croissance normale d’une culture de PA14. La densité
optique maximale obtenue chez les contrbles varie entre 6.55 et 6.99 aux temps 15 et 20
h.

3.1.3 La disparition des inhibiteurs dans le milieu

A Paide de la spectrométrie de masse, la concentration des inhibiteurs a été suivie dans

le temps afin de voir si les produits demeurent présents dans le milieu. La figure 3.16
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montre le pourcentage relatif a la concentration initiale des inhibiteurs ajoutés dans le

milieu de culture de PA14.
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Figure 3.16 Disparition dans le temps des inhibiteurs ajoutés &2 1.5 mM au milieu de culture LB de la
souche PA14,

On remarque qu’une grande proportion des inhibiteurs testés semble se dégrader dans le
temps. C’est le cas I’acide 4-chloro-2-aminobenzoique, de I’acide 4-fluoro-2-
aminobenzoique, de I’acide 5-fluoro-2-aminobenzoique, de I’acide 6-fluoro-2-
aminobenzoique, de I’acide 2-nitrobenzoique et de I’alcool 2-aminobenzylique. Les
composés demeurant stables sont I’anthranilate de méthyle, 1’acide 6-chloro-2-
aminobenzoique, 1’acide N-méthylanthranilique et le 2-aminoacétophénone. Cette
derniére molécule voit sa concentration augmenter pendant les 20 premiéres heures de la

culture pour ensuite redescendre.
Parmi les résultats obtenus, il est maintenant possible de sélectionner le ou les inhibiteurs

les plus performants. Le but est de trouver un inhibiteur n’ayant pas d’effet sur la

croissance, qui ne se dégrade pas et dont I’inhibition est efficace. Le résumé de ces
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résultats en fonction de ces 3 criteres de sélection se retrouve dans le tableau 3.2. On y
retrouve le rapport de la densité optique maximale obtenue pour les cultures contenant les
inhibiteurs comparativement aux contréles. Dans la deuxiéme colonne se trouve le
pourcentage résiduel des inhibiteurs détectés dans le milieu aprés 35 heures de culture.
Finalement, le pourcentage d’inhibition a été calculé en fonction de la moyenne de la

production des 3 différents groupes de HAQ quantifiés comparativement aux controles.

Tableau 3.2 Résultats des critéres de sélection des inhibiteurs potentiels.

Inhibiteurs Ratio DO I/C* % résiduel % inhibition
2-aminoacétophénone (2AA) 0.84 109 39
Anthranilate de méthyle (MA) 0.71 100 36
Acide 4-chloro-2-aminobenzoique (4Cl) 0.83 23 92
alcool 2-aminobenzylique (2ABA) 1.11 48 7
Acide 6-chloro-2-aminobenzoique (6Cl) 1.05 113 71
Acide 6-fluoro-2-aminobenzoique (6F) 1.02 18 95
Acide N-méthylanthranilate (NMAA) 0.90 105 17
Acide 4-fluoro-2-aminobenzoique (4F) 1.02 0 65
Acide 5-fluoro-2-aminobenzoique (5F) 0.95 0 68
Acide 2-nitrobenzoique (2NB) 0.98 37 3

* Inhibiteur/contrdle

L’acide 4-chloro-2-aminobenzoique est une molécule efficace a 92% dans I’inhibition
des HAQ. Son pourcentage résiduel dans le milieu est cependant faible & 23%, et
I’influence sur la croissance bactérienne se fait un peu ressentir, avec un rapport de 0.83
(tableau 3.2). Malgré ces deux derniers critéres, 1’étude du 4CI sera poursuivie a cause
des excellents résultats d’inhibition obtenus. L’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique est aussi
retenu. Malgré son taux résiduel trés faible, 18%, cette molécule n’agit pas sur la
croissance bactérienne et son potentiel d’inhibition des HAQ est excellent (tableau 3.2).
Avec un pourcentage d’inhibition des HAQ se situant a 71%, I’acide 6-chloro-2-
aminobenzoique influence trés peu la croissance bactérienne et sa dégradation ne semble

pas avoir lieu (tableau 3.2).
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3.2 Le mode d’action des inhibiteurs

3.2.1 La cinétique de production de ’acide anthranilique

Un des mécanismes possibles d’inhibition de la synthése des HAQ par les différents
composés testés serait qu’ils puissent diminuer la production de I’acide anthranilique.
Afin d’étudier cette possibilité, la cinétique de production de I’AA a été suivie lorsque la

souche PA 14 est mise en culture avec un inhibiteur.

La figure 3.17 montre bien qu’il semble y avoir accumulation transitoire d’AA aux
environs du temps 5h lorsque la souche est en présence des différents inhibiteurs. En
comparaison, le contrble ne montre d’accumulation d’AA qu’a la fin de la période

d’incubation, entre les temps 10 et 24 h.
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Figure 3.17 Cinétique de production de I’acide anthranilique de PA14 en culture avec des
inhibiteurs.
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Pour fin de comparaison, la cinétique de production en AA d’un mutant pgsA a été suivie.
La figure 3.18 montre qu’il y a accumulation d’AA chez le mutant pgs4 et non dans la
souche sauvage PA14. En comparant les figures 3.17 et 3.18, les maxima d’accumulation
de I’AA sont comparables dans leurs concentrations, entre 0.015 et 0.020 ppm, et dans le

temps, entre 5 et 7 heures.
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Figure 3.18 Cinétique de production de I’acide anthranilique chez un mutant pgsA4 et de la souche
sauvage PA14.

3.2.2 Le test de compétition

Ayant établi que la production d’AA n’est pas réduite en présence des inhibiteurs nous
avons voulu vérifer si pgsA4 était bien la cible de ces composés. Pour répondre a cette
question, un test de compétitivité a été effectué. Si le 4Cl, le 6Cl et le 6F qui ont des
structures chimiques semblables a I’AA, compétitionnent réversiblement avec ce dernier
pour le site actif de pgsA4, I’inhibition de la synthése des HAQ devrait étre partiellement

levée par I’addition d’AA exogéne. Afin de déterminer quelles concentrations d’AA
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devaient étre utilisées, nous avons tout d’abord étudié I’effet de concentration croissante

d’AA sur la croissance de PA14.
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Figure 3.19 Courbes de croissance d’une culture de PAl4 mis en présence de différentes
concentrations d’acide anthranilique.

Il se dégage de la figure 3.19 que des concentrations de plus de 3 mM d’AA ont un effet
inhibiteur sur la croissance de P. aeruginosa PAl14. Dés 6 mM, on remarque que la
densité optique de la culture est plus faible au temps 24 heures comparativement aux
concentrations 0.75, 1.5 et 3 mM. A 12 mM, la concentration est beaucoup trop forte et

inhibe totalement la croissance de la souche PA14.
Les inhibiteurs ont donc €té ajoutés au milieu de culture a une concentration de 1.5 mM

et ’AA a été ajouté a des concentrations finales, de 0.75 mM a 3 mM. La production des

HAQ a ensuite été¢ mesurée a partir de cultures obtenues aprés 24 h de croissance.
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Figure 3.20 Production des HAQ totaux en présence des inhibiteurs et de Paddition de trois
différentes concentrations d’acide anthranilique.

Le test de compétition (fig. 3.20) montre que plus la concentration de I’acide
anthranilique augmente, plus il y a de HAQ produits. C’est le cas de I’acide 6-chloro-2-
aminobenzoique et de I’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique. Quant a 1’acide 4-chloro-2-
aminobenzoique, 1’effet de cet inhibiteur ne semble pas étre influencé par 1’augmentation
de la concentration de AA. Pour ce qui est du contrdle, on voit une diminution de la
concentration des HAQ avec une augmentation de la concentration en acide

anthranilique.

3.2.3 La production de la pyocyanine

La pyocyanine est un composé de couleur bleutée produit par PA14. Ce produit est
considéré comme un facteur de virulence contrlé par le systéme de quorum sensing.
Afin de vérifier dans quelle mesure nos inhibiteurs de la synthése de HAQ ont un effet
sur le quorum sensing, et potentiellement sur la virulence, la production de pyocyanine de

cultures de la souche PA14 dans un milieu LB a été mesurée en présence de ces
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inhibiteurs. Pour s’assurer que la détermination spectrophotométrique de la pyocyanine
ne subisse pas d’interférences causées par d’éventuels produits de dégradations colorés
des inhibiteurs, une extraction préalable au chloroforme a été effectuée. En effet, bien
que lors de I’addition d’acide 6-chloro-2-aminobenzoique ainsi que d’acide 6-fluoro-2-
aminobenzoique, la méme couleur bleutée apparait que lors de la croissance de PA14,
dans le cas de I’acide 4-chloro-2-aminobenzoique, le milieu de culture demeure jaune

pour ensuite devenir brunétre.
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Figure 3.21 Extraction au chloroforme de la pyocyanine produite aprés 24 heures de croissance de
PA14 en présence de différents inhibiteurs.

Aprés 24 h. en culture, les densités optiques de différentes cultures de la souche PA14 en
présence des inhibiteurs a 1.5 mM sont de 4.17 pour le 4Cl, 4.26 le 6Cl et de 4.03 pour le
6F. La culture contenant I’acide 6-chloro-2-aminobenzoique produit autant de
pyocyanine que le contrdle. L’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique réduit de 30% la
production en pyocyanine. Pour ce qui est de I’acide 4-chloro-2-aminobenzoique, il

diminue grandement la production de la pyocyanine et ce jusqu’a 90%.
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3.3 Le régulateur transcriptionnel MvfR

En plus d’un effet direct des inhibiteurs sur le quorum sensing via la diminution de la
production des HAQ, un autre mode d’action de ces composés peut étre envisagé, via une
diminution de Pactivité du régulateur transcriptionel des opérons phnAB et pgsABCDE
qui sont responsables de la synthése des HAQ. Le régulateur transcriptionnel de ces deux
opérons est MviR. Ce régulateur présente des analogies de structures avec les régulateurs
de type LysR (Schell, 1993), dont I’activité est régulée par le produit des génes qu’ils
contrblent. Un mutant mvfR n’a pas d’opéron phnAB et pgsABCDE actif, ne produit pas
de HAQ, produit moins de pyocyanine et est moins virulent que le PA14 sauvage (Cao ef
al., 2001; Déziel et al., 2004; Gallagher ef al., 2002; McGrath, Wade et Pesci, 2004). Il a
été remarqué que I’ajout de PQS semblait activer le régulateur transcriptionnel Mv{R
(Xiao ef al., 2006). Il se pourrait donc que ce régulateur posséde un ou des ligands
particuliers, possiblement PQS et/ou le HHQ qui sont les produits des génes contr6lés par
MVIR. Afin d’étudier la régulation de I’activité de MvfR vis-a-vis la production des
HAQ, la production de ces composés dans un systeme d’expression hétérologue a été

effectuée.

Nous avons utilisé une souche d’Escherichia coli, dans laquelle les plasmides pDN18
(mvfR) et pLG12 (pgsABCD), dont I’expression est constitutive, ont été insérés. Cette
souche nous a été fournie par le laboratoire du Dr. Rahme. Les HAQ n’étant pas produits
par E. coli., les risques de rencontrer un systéme interférant pour un ligand potentiel de
MVIR sont moins grands. Avec le plasmide pgsABCD, E. coli ne devrait pouvoir produire
que des congénéres de la famille du HHQ seulement, cette bactérie ne possédant pas les
enzymes PgsH et PqsL essentiels a la production des congénéres des familles du PQS et
du N-oxide (Gallagher et al., 2002; Lépine ef al., 2004). Afin de visualiser I’effet du
HHQ du PQS sur I’activité de MvfR la production des congénéres du HHQ sera mesurée
dans des cultures supplémentées en PQSd4 et en HHQd4.

Tout d’abord, un suivi de la croissance et de la production en HHQ chez E. coli

pDN18+pLG12 a été fait. Des aliquotes ont été prélevées toutes les heures pendant 10 h
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et ensuite au point 24 h. Le suivi de la production en HAQ s’est fait aux temps 4, 6, 8, 10
et 24 h. Le milieu de culture a aussi été supplémenté avec de l'acide anthranilique non
marqué pour maximiser la production de HHQ au cas ou I'AA se trouvait en quantité

limitante chez E. coli pour fabriquer des HAQ.
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Figure 3.22 Courbe de croissance de E. coli pDN18 + pLG12 et sa production en HHQ C7, C9 et C11.

Du HHQ a été détecté dans la culture d’E. coli pDN18+pGL12. Le HHQC7, HHQC9 et
le HHQCI11 ont été détectés mais le dernier en trés petites quantités (fig. 3.22). Le HHQ
C7 est un peu moins abondant et beaucoup plus tardivement produit dans E. coli que
dans PA14 (pics de production & 9 h. versus 5 h.). Afin d’observer une éventuelle
augmentation de la production en HHQ suite a I’ajout des présumés ligands il faut
sélectionner un moment dans la courbe de croissance ou la production en HHQ n’est pas
maximale, c’est-a-dire vers la fin de la phase exponentielle et au début de la phase

stationnaire.
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Figure 3.23 Courbes de croissance des cultures supplémentées au temps 0 en HHQd4 et en PQSd4
comparées au controle.

La courbe de croissance du contréle de la figure 3.23 atteint une D.O. maximale de 6.5
comparativement a la figure 3.22 ou la D.O. n’est que de 5.7. De plus, le PQS semble
avoir un effet retardateur sur la croissance d’E. coli tout comme chez P. aeruginosa. Les
courbes de croissances sont assez différentes et le but est de les comparer & un moment
similaire. Les points de comparaison des quantités produites en HHQ ont été choisis
selon la D.O. qui varie entre 3.5 et 4 soit apres 5 h. de culture pour le contrdle, 6h pour le
HHQd4 et 7 h pour le PQSd4 (fig. 3.24). Toutes les courbes ont aussi été comparées au
temps 12 h (fig. 3.25).
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Figure 3.24 Production du HHQ chez E. coli pDN18+pLG12 suite a ’ajout de PQSd4 et de HHQd4
vers la fin de la phase exponentielle de croissance.
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Figure 3.25 Production du HHQ chez E. coli pDN18+pLG12 suite A I’ajout de PQSd4 et de HHQd4
au début de la phase stationnaire aprés 12 heures de croissance.
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Les ligands potentiels ajoutés étant deutérés on peut facilement évaluer la quantité de
HHQ naturel produit par les cellules bactériennes sans interférence avec le composé
rajouté, vu la différence de masse de quatre Daltons entre les deux produits. On remarque
qu’a la fin de la phase exponentielle, I’ajout de PQSd4 semble augmenter la production
de tous les HHQ mais particuliérement celui ayant une chaine C7. En phase stationnaire,
le HHQd4 favorise aussi la production de HHQ, mais I’écart d’avec le contrdle est plus
grand avec le HHQ avec une chaine C9. Cependant les écart-types sont considérables et

cette différence ne semble pas significative

3.4 L’intermédiaire de biosynthése des HAQ

Nous nous sommes également intéressé a tenter de détecter un intermédiaire putatif de la
synthése des HAQ, a savoir le produit d’addition entre ’acide anthranilique et le
cétoacide, avant la réaction de cyclisation qui, aprés décarboxylation, génére les HAQ
(fig. 3.26). Afin d’isoler I’intermédiaire putatif nous avons utilisé le mutants pgs4,
délétion non polaire et pgsC. Ces deux mutants ne produisent pas de HAQ. Dans le
mutant pgsA4, ’enzyme responsable de 1’activation du carbonyle n’est pas présente et il
est possible que I’intermédiaire s’accumule et puisse étre détecté. Les autres enzymes
encodées par les génes pgsBCD présentent des homologies de séquences avec des Acyl
Carrier Proteins (ACP). Leurs fonctions ne sont pas définies, mais elles pourraient bien
étre impliquées dans la fixation et élongation de la chaine alkyle du cétoacide et
pourraient porter 1’intermédiaire sous forme liée au niveau de la fonction acide du
cétoacide. I est donc possible qu’un mutant pgsB, C ou D puisse accumuler
Iintermédiaire facilitant ainsi sa détection. Pour ce faire nous utiliserons I’acide
anthranilique Cl14 et tenterons d’identifier un ou des composés radioactifs aprés
séparation sur plaque chromatographique. Alternativement, nous tenterons d’observer
une bande radioactive suite a une électrophorése SDS-PAGE dans I’espoir d’observer
une protéine rendue radioactive par la présence de I’acide anthranilique C14 de

I’intermédiaire encore fixé a une ACP.
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Figure 3.26 Intermédiaires hypothétiques de la biosynthése des HAQ. Adaptée d’aprés Déziel ef al.
(2004).

3.4.1 Chromatographie sur couche mince

Des essais ont été effectués par chromatographie sur couche mince pour isoler
Iintermédiaire. Les HAQ étant des molécules relativement non-polaires, il est justifié de
croire que I’intermédiaire serait aussi relativement non-polaire. Des cultures totales des
mutants pgsA et pgsC ont été extraites a I’acétate d’éthyle. Une fois I’extrait concentré,
nous avons recherché une combinaison de solvants permettant de séparer les molécules

sur deux dimensions.

254nm

1 90% dichlorométhane
0% méthanol

366nm

1 70% acétate d"ethyle
30% hexane

Figure 3.27 Séparation chromatographique sur couche mince vue a deux longueurs d’ondes, 254 et
366nm.
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Pour la premiére dimension, un mélange de 90 % dichlorométhane et 10 % méthanol a
été utilisé. En deuxiéme dimension, un mélange de 70 % acétate d’éthyle et 30 %
d’hexane a permis de séparer une certaine quantité des composés (fig. 3.27). La plaque de
silice contient du F254, un indicateur fluorescent excitable a une longueur d’onde de 254
nm. La plaque fluoresce partout a I’exception des endroits o1 se trouvent les composés
organiques. A 366 nm, la plaque n’est plus fluorescente, mais certaines molécules
émeltient de la fluorescence a cette longueur d’onde, ce qui est le cas du PQS. De cette

maniére, des extractions a ’acétate d’éthyle des mutants pgsA4 et pgsC ont été analysées.

Phosphorlmager

PQS
b g b
1
B <
L] |
Figure 3.28 Comparaison de la migrhtion en deux dimensions des extraits totaux de PA14 et des
mutants pgsA et pgsC extraits A Pacétate d’éthyle.

Dix ppm de PQS ont été ajoutées aux cultures testées afin de permettre 1’activation du
régulateur MvfR (autrement inactif en absence de PQS) et ’expression des enzymes
PgsA et PgsB dans le mutant pgsC . On observe donc du PQS endogene et exogene dans
’extrait de PA14, ainsi que du PQS exogéne chez les mutants pgs4 et pgsC (voir fléches
fig. 3.28). L’ajout d’AA C14 au milieu de culture génére plusieurs composés radioactifs
visibles au Phosphorlmager. On remarque qu’une grande proportion de cette radioactivité

n’est pas séparée en deuxiéme dimension. Un composé bien visible chez les mutants
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pgsA et pgsC est encerclé dans la figure 3.28. Ce composé est radioactif et visible aux
U.V. a 254 et 366 nm. Comme il n’est pas désirable de passer un échantillon radioactif
en CL/SM, ce qui entrainerait une contamination de I’appareil, des cultures non-

radioactives ont été extraites et séparées par chromatographie sur couche mince avec la

méme série de solvants et observées aux rayons UV.

Figure 3.29 Comparaison des chromatographies sur couche mince des cultures radioactives et non-
radioactives du mutant pgsA.
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Figure 3.30 Comparaison des chromatographies sur couche mince des cultures radioactives et non-
radioactives du mutant pgsC.

Les extraits non radioactifs montrent des profils différents des extraits radioactifs méme
sous UV et ce malgré le fait que les densités optiques des cultures étaient comparables
soient de 3.52 et 3.64 pour pgsA™ et pgsC radioactifs, 3.71 et 3.57 pour pgsA™ et pgsC
non-radioactifs. Le composé isolé sur les plaques radioactives n’est plus apparent sur les
plaques non-radioactives, et ce, chez les deux mutants (fig. 3.29 et 3.30).

Les composés non séparés lors de la deuxiéme dimension ont été grattés des plaques
radioactives et élués de la silice. Par la suite, une nouvelle combinaison de solvants plus
polaires a été utilisée. Pour la premiére dimension un mélange de 95% dichlorométhane /
4% méthanol / 1% acide acétique a été utilisé. Pour la deuxiéme dimension, 25% acétate

d’éthyle / 25% hexane / 25% méthanol / 25% dichlorométhane.
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Figure 3.31 Dimensions 3 et 4 2 254 nm des composés non séparés lors de la premiére
chromatographie sur couche mince.

A gauche de la figure 3.31 on peut voir les zones qui ont été grattées, éluées et séparées
en 3"™ et 4°™ dimensions a droite. On observe une séparation de nombreux composés,
trop polaires pour étre séparés dans le premier systéme. Cependant il semble que la
quantité de matériels séparés est trés inférieure a ce qui a été prélevé de la plaque
précédente. La figure 3.32 montre les plaques chromatographiques sous les U.V. a 254 et

366 nm ainsi que celles numérisées au Phosphorlmager pour révéler la radioactivité.
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- Phosphorlmager

Figure 3.32 Vue des plaques chromatographiques en 3™ et 4"™ dimensions sous U.V. 2 254 et 366
nm ainsi qu’au Phosphorimager des extraits de la souche PA14 et des mutants pgsA4 et pgsC.

La concentration des composés apparaissant a 254 nm semble assez faible, les ombres
laissées étant peu intenses. Cependant, en les comparant aux images prises au
PhosphorImager, on remarque qu’il y a plusieurs composés radioactifs présents et laissant
des empreintes trés intenses. La qualité de la séparation est aussi moins bonne, avec de
longues trainées qui semblent combiner différentes molécules. Finalement, aucun

composé n’apparait clairement chez au moins un mutant et étant absent chez PA14.

Afin de séparer les composés du milieu extracellulaire de ceux du milieu intracellulaire,
la fraction cellulaire des cultures a été séparée du surnageant par centrifugation a la fin de
I’incubation avec I’acide anthranilique C14 . Par la suite, les extractions a l’acétate
d’éthyle ont eu lieu séparément pour chacune des fractions. Les figures 3.33 a 3.35
représentent les extraits des fractions cellulaires ainsi que le surnageant séparé par
chromatographie sur couche mince. Les conditions de migrations utilisées sont les mémes
que lors de la premiére série, c’est-a-dire un mélange de 90 % dichlorométhane et 10 %
méthanol pour la 1" dimension et pour la 2™ dimension, un mélange de 70 % acétate

d’éthyle et 30 % d’hexane.
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Fraction cellulaire PA14 Surnageant

Phosphorlmager

Figure 3.33 Séparation par chromatogtaphie sur couche mince des fractions cellulaires et du
surnageant de la souche PA14 vue au PhosphorImager et aux U.V. a 254 et 366 nm.

On remarque qu’il y a présence de PQS dans la fraction cellulaire de la souche PA14.
Cependant il semble y en avoir en quantités beaucoup moins importantes
comparativement au surnageant. De plus, la fraction cellulaire contient beaucoup moins
de composés que le surnageant. La séparation des fractions permet de visionner des

plaques beaucoup moins chargées en matériel.

Les mutants pgsA (fig. 3.34) et pgsC (fig. 3.35) possédent trés peu de matériel dans les
fractions cellulaires. D’ailleurs, rien n’est visible aux U.V. et seulement une trés petite
quantité de radioactivité est détectable chez le mutant pgs4. On retrouve dans le
surnageant des deux mutants le composé vu lors de la premiére série d’essais, mais avec
moins d’intensité. Les D.O. des cultures de pgsd™ et pgsC sont de 3.76 et 3.49
respectivement. On voit aussi le PQS qui a été ajouté aux cultures, ombre qui se trouve

au-dessus du composé recherché.
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Fraction cellulaire pgs4 Surnageant

©

Phosphorlmager

Figure 3.34 Séparation par chromatogtaphie sur couche mince des fractions cellulaires et du
surnageant du mutant pgsA vue au Phosphorlmager et aux U.V. 2 254 et 366 nm.

Fraction cellulaire pqsC Surnageant
=3 &
Phosphorlmager

Figure 3.35 Séparation par chromatogtaphie sur couche mince des fractions cellulaires et du
surnageant du mutant pgsC vue au Phosphorlmager et aux U.V. 4 254 et 366 nm.
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Les ombres encerclées ont été retrouvées sur les plaques non-radioactives. Elles ont été
extraites et éluées pour ensuite étre analysées en spectrométric de masse par injection
directe. Cependant, en comparant avec un contrdle correspondant a une région de la
plaque de silice ne contenant aucun produit visible en UV, le spectre SM ne montre
aucun ion se démarquant en intensité. Il a donc été établi qu’une extraction devait étre
effectuée a partir d’un plus grand volume de culture, 500 mL comparativement a 50 mL
pour les essais précédents, afin de concentrer au maximum ce composé inconnu chez les

mutant pgsA4 et pgsC (fig. 3.36).

pgsC- extrait concentré partie grattée

- -

2 =i TLC

Figure 3.36 Migration en 2D vue a 366 nm d’un extrait d’une culture de 500 mL du mutant pgsC
(A). La partie extraite de la plaque (B). Migration dans les mémes conditions de la partie éluée de la
1¥"* chromatographie (c).

La quantité de matériel déposé sur la plaque est trés importante. La migration en 2D de
Iextrait est floue. La section des plaques soupgonnée de contenir le composé a été extrait
et réappliqué sur une deuxieme plaque dans les mémes conditions pour éliminer du
matériel. On remarque que la seconde plaque de chromatographie est beaucoup plus nette
dans la définition des composés. On retrouve une tache aux mémes coordonnées que dans

les essais précédents. Ce composé a été gratté, élué de la silice et analysé en
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spectrométrie de masse en injection directe. Encore une fois, malgré la forte intensité du
composé observé en chromatographie sur couche mince, il n’a pas éié possible
d’identifier cette molécule. La comparaison avec un contrdle n’a pas permis d’identifier
un ion majoritaire chez les mutants pgsA4 et pgsC. Une méme série de tests a été effectués

avec le mutant pgsD, et ce sans résultat concluant.

3.4.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Dans l'optique de rechercher une protéine de type ACP liée a I'intermédiaire et visualisée
grace a l'acide anthranilique C14, il nous a fallu trouver des conditions les moins
dénaturantes possible pour ne pas couper le lien thioester relativement fragile entre la
protéine et la fonction acide du cétoester. Des gels en conditions non-dénaturantes, c'est-
a-dire, en absence de SDS, de mercaptoéthanol et de chaleur, ont été testés. La migration
des extraits se faisait trés lentement et laissait des accumulations de protéines au niveau
des puits. Pour ne pas trop dénaturer les échantillons, nous avons utilisé le SDS dans les
gels de concentration et de séparation ainsi que dans le tampon Tris-Glycine a 0.1%. Le

tampon de chargement ne contenait aucun agent dénaturant.

La figure 3.37 montre un gel électrophorése en conditions semi-dénaturantes. Le but en
séparant les fractions membranaires, cytoplasmiques et le surnageant est de pouvoir
identifier la fraction radioactive. On remarque qu’il y a davantage de contenu protéique
dans la fraction cytoplasmique et trés peu dans la fraction membranaire et le surnageant.
La séparation des protéines n’est pas nette, il est difficile de distinguer chacune des
bandes. Ce méme gel a été exposé a la plaque de Phosphorimager afin de révéler la
position des protéines marquées radioactivement. Cependant, aucune radioactivité n’a été

révélée, ni chez les mutants, ni dans la souche sauvage.
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Figure 3.37 Gel électrophorése en conditions semi-dénaturantes du surnageant et des fractions

membranaires et cytoplasmiques des mutants pgs4, pgsC et de la souche sauvage PAIl4. s:
surnageant; m : membranes; ¢ : cytoplasme.

Les fractions cellulaires, membranaires et le surnageant des mutants pgs4 + pLG12
(pgsABCD) et pgs4 + pLG14 (pgsABC) cultivés en présence d’acide anthranilique C14
ont été séparés sur gel. Ces plasmides multi-copies permettent une surproduction des
génes pgsABC et pgsABCD. Cette surproduction pourrait se traduire en une augmentation

de la production des enzymes et donc une meilleure identification de celles-ci sur gel au

PhosphorImager.

Comparativement a la figure 3.37, on voit apparaitre davantage de protéines dans les
fractions membranaires et dans le surnageant des mutants pgs4 (pLG12) et pgsA4 (pLG14)
(fig. 3.38). On observe certaines bandes majoritaires présentes dans les trois fractions
cytoplasmiques des mutants et de PA14. On peut faire la méme observation par rapport
aux fractions membranaires. Aucune bande protéique n’est présente majoritairement chez
pqs4 (pLG14) et absente ou en faible concentration chez pgs4 (pLG12) et chez PA14. Le

gel a été numérisé au Phosphorlmager pour détecter la radioactivité.
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Figure 3.38 Gel électrophorése en conditions semi-dénaturantes du surnageant et des fractions
membranaires et cytoplasmiques des mutants pgs4 (pLG12), pgsA (pLG14) et de la souche sauvage
PA14. s : surnageant; m : membranes; ¢ : cytoplasme.

Aucune protéine radioactive n’a été détectée sur gel. Un papier filtre sur lequel des
marqueurs ont ét€ déposés ainsi que les échantillons préparés pour le gel d’électrophorése
a été numérisé au Phosphorlmager. On y voit bien les taches laissées par les échantillons

radioactifs des extraits membranaires, cytoplasmiques et du surnageant

Lors de la recherche d’un intermédiaire de biosynthése des HAQ, la chromatographie sur
couche mince et I’électrophorése sur gel ont été utilisées. La chromatographie a permis
d’isoler un composé d’intérét mais qui n’a pu étre identifié par spectrométrie de masse.
L’électrophorese sur gel n’a pas permis d’identifier une fraction radioactive dans laquelle

rechercher une enzyme participant a la biosynthése des HAQ.
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Chapitre IV

Discussion







Le quorum sensing joue un important réle dans la régulation globale des facteurs de
virulence chez P. aeruginosa lors de différents genres d’infections. Tout comme
Iutilisation de plusieurs antibiotiques servant a I’inhibition d’infections bactériennes, il
existe une crainte concernant 1’émergence de mutants résistants lors de traitements
antibiotiques. L’inhibition du quorum sensing n’est pas a I’abri d’une telle possibilité. 11 a
déja été démontré qu’un mutant las chez P. aeruginosa et cultivé par pression sélective
ait donné naissance a des mutants spontanés capables de produire certains facteurs de
virulence contr6lés par las. Cependant, aucun mutant du genre n’a été trouvé lorsque les
geénes las et rhl étaient supprimés (Van Delden et Iglewski, 1998). Ces résultats montrent
I’importance de cibler non pas un seul mais bien les deux systémes de QS afin d’inhiber
la production des facteurs de virulence. Cette nouvelle approche dans la lutte contre les
bactéries pathogeénes touche la virulence des bactéries plutdt que la viabilité cellulaire,
laissant aux défenses de 1’hote le soin d’éliminer I’infection d’un microorganisme moins
virulent. Le QS peut étre inhibé de différentes maniéres et probablement que ces
différentes approches seront nécessaires afin d’obtenir une inhibition compléte de la
virulence. De plus, en y intégrant les antibiotiques classiques utilisés contre P.
aeruginosa, les inhibiteurs du QS pourraient conduire a la disparition des infections a P.
aeruginosa (Van Delden et Iglewski, 1998). Ce systéme représente donc une nouvelle
avenue dans le développement de nouveaux composés utilisables dans le traitement

d’infections bactériennes.

Dans cette étude, nous avons travaillé sur un des systémes contrdlant le quorum sensing
chez P. aeruginosa. Dans ce systéme, le régulateur transcriptionnel MvfR contrdle la
production des HAQ, qui incluent des molécules signal comme le HHQ et PQS, et
I’expression d’un grand nombre de facteurs de virulence. Appartenant & la famille des
régulateurs LysR, il a été¢ démontré (Xiao et al, 2006) que I’activité de MvIR est régulée
par les composés qu’il controle, possiblement certains HAQ. Des études précédentes ont
démontré que I’acide anthranilique est le précurseur de tous les HAQ (Bredenbruch et
al., 2005; Déziel et al., 2004). A partir de ces observations, la possibilité a été émise

qu’un analogue de I’acide anthranilique puisse compétitionner avec le précurseur pour
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prévenir la formation de HAQ, ce qui pourrait permettre d’inhiber I’expression de génes

de virulence dépendants de MvfR.
4.1 La sélection des inhibiteurs

L’objectif de cette approche est d’inhiber la synthése de HAQ en inhibant PgsA,
I’enzyme responsable de la premiére étape de la biosynthése des HAQ. Pour ce faire,
nous utiliserons des analogues structurels du précurseur naturel, pour inhiber de fagon
compétitive le site actif de I’enzyme (quelle est ’évidence qu’un analogue se fixe au site
actif?). Les paramétres étudiés ont été I’inhibition de la synthése des HAQ, I’effet sur la
croissance bactérienne causant ainsi une répercussion indirecte sur la production des
HAQ et finalement, la dégradation des inhibiteurs. Afin d’étre utilisable dans un éventuel
traitement, le composé choisit se doit en effet d’étre efficace a la plus petite dose
possible, mais il doit également étre relativement stable lors du traitement, entre autre
vis-a-vis la bactérie. De plus si nous visons spécifiquement un effet sur la virulence, nous
voulons éviter un effet inhibiteur sur la croissance, ce qui fausserait I’interprétation des
résultats et pourrait conduire a I’apparition de résistance, ce que nous voulons éviter. Les
différents inhibiteurs potentiels testés sont des analogues structurels de 1’acide
anthranilique. Basé sur des analogies de structure avec d’autres enzymes ayant une
fonction d’activation de la fonction carbonyle de composés aromatiques comme le 2- ou
le 4-hydroxbenzoate, il semble que PqsA aurait comme fonction d’activer le groupement
carbonyle de I’acide anthranilique a I’aide d’un groupe CoA. Des analogues structurels
de I’acide anthranilique pourraient donc compétitionner avec le site actif de ’enzyme et
arriver a bloquer I’activation du groupement acyle de I’acide anthranilique, inhibant du
méme coup la synthése des HAQ. L’anthranilate de méthyle a déja été testé par Calfee er
al. (2001) chez P. aeruginosa souche PAO1. A une concentration de 1.5 mM, cette
molécule réduisait la production de PQS de 60% et démontrait une réduction de la

production de I’¢lastase, un facteur de virulence.

La moyenne des contrdles testés lors de la sélection des inhibiteurs (fig. 3.1) montre qu’il

y a une variation notable lors des expérimentations exécutées a différents jours. Ceci peut
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étre dii a des variations des conditions de croissances telles le milieu de culture, la
température d’incubation ainsi que I’agitation des Erlenmeyers. Il est difficile de
contrbler parfaitement ces deux derniers paramétres puisque I’utilisation en commun de
I’agitateur peut causer des arréts, méme brefs, de I’agitation et provoquer de petites
variations de température pouvant engendrer ces variations. En ce qui concerne la
production des HAQ, nous remarquons qu’il y a accumulation de HHQ au tout début de
la croissance bactérienne. PqsH, I’enzyme nécessaire a la transformation du HHQ en PQS
semble s’activer lors des 5 premiéres heures d’incubation, probablement suite 2
Paccumulation du précurseur pour produire du PQS. Le PQS quant a lui, voit sa
concentration augmenter graduellement a partir de 5 h. jusqu’au temps 25 h pour
atteindre sa concentration maximale. Celle-ci diminue aprés 25 h. Le PQS semble étre un
produit final de la biosynthése des HAQ (Lépine ef al., 2003) et la diminution de sa
concentration peut donc laisser croire que ce composé est dégradé. Ceci pourrait étre
nécessaire afin de réguler la cascade d’activation des génes de virulence lorsque ceux-ci
ne sont plus requis. Le N-oxide est produit tout au long de la croissance. Ce composé est
reconnu pour ses propriétés antibactériennes contre Staphylococcus aureus et Bacillus
subltilis (Déziel et al., 2004; Machan ef al., 1992). L’accumulation dans le milieu de
culture du N-oxide pourrait ainsi protéger la culture bactérienne vieillissante contre des

compétiteurs potentiels pour I’espace ou les nutriments.

En général, on remarque que les analogues de 1I’acide anthranilique arrivent a diminuer la
production en HAQ. Deux molécules semblent augmenter légérement la production de
certains HAQ, soit I’alcool 2-aminobenzylique (fig. 3.5) et ’acide 2-nitrobenzoique (fig.
3.11). La consommation du HHQ entre les temps 5 et 25 h. semble se faire plus
lentement en présence de ces deux composés. Dans le cas de ’acide 2-nitrobenzoique
(fig. 3.11) on note un léger ralentissement de la production de PQS par rapport au

contrdle qui pourrait expliquer la plus lente disparition de son précurseur le HHQ.
Le 2-aminoacétophénone est une molécule produite naturellement par P. aeruginosa

(Cox et Parker, 1979). Analogue structurel de I’acide anthranilique et dépendant de PqsA

pour sa production, le 2-aminoacétophénone pourrait bien étre un inhibiteur naturel de la
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production des HAQ. Les tests démontrent que cette molécule arrive a diminuer la
production du HHQ dans une proportion de 33%. La production du PQS, tout comme
celle du N-oxide diminue dans une proportion de 42 et 41% respectivement. Cette
molécule, méme si elle ne démontre pas une capacité d’inhibition aussi importante que
certains des autres analogues testés, pourrait peut-étre servir de régulateur de la
production des HAQ et du systtme du quorum sensing vers la fin de la période de

croissance.

L’anthranilate de méthyle semble réagir différemment en présence de la souche PA14
comparativement a la souche PAOI1 testée par Calfee. Nous avons utilisé la méme
concentration de cet inhibiteur (1.5 mM) que dans I’article de Calfee, mais, contrairement
a ces derniers, nous avons observé un effet inhibiteur non négligeable sur la croissance
de PA14 comparativement a PAOI. Il faut cependant remarquer que les milieux de
cultures utilisés étaient différents. Nous avons utilisé le milieu Luria Bertani
comparativement au « peptone trypticase soy broth » de Calfee. De plus, les températures
d’incubation sont différentes, soit 34°C dans notre étude comparativement a 37°C
mentionné dans I’article. Donc, bien que PA14 puisse réagir différemment face a
I’anthranilate de méthyle, il se pourrait que les conditions de culture ainsi que le milieu
puissent influencer I’interaction entre le MA et la cellule bactérienne. Nous avons suivi la
dégradation des inhibiteurs dans le milieu de culture et nous en avons retrouvé 100%
aprés 35 h. de culture. L’article de Calfee er al. ne montrait pas la quantification du

composé suite a I’incubation.

Nous avons évalué la dégradation de tous les inhibiteurs testés dans le milieu de culture
aprés incubation. Cet aspect dans I’évaluation de molécules potentielles comme agent
inhibiteur est important. La dégradation d’un médicament peut conduire & une diminution de
Iefficacité thérapeutique et, parfois, 4 la formation de produits a I’origine d’effets
indésirables ou toxiques (Dawson er al,, 1994) rendant impossible I’utilisation d’un tel
produit comme agent thérapeutique chez I’humain. La découverte d’un composé ayant

I"activité recherchée ne constitue donc que le début d’un processus. Le composé devra passer

- 104 -



une série de test afin de déterminer son comportement dans une série de conditions

entrainant sa dégradation.

A lPaide des différents parametres évalués, I’inhibition des HAQ, la croissance
bactérienne et la dégradation des molécules dans le milieu de culture, nous avons
identifié 3 analogues de I’acide anthranilique ayant des propriétés intéressantes en tant
qu’inhibiteurs de la biosynthéese des HAQ. 1l s’agit de I’acide 4-chloro-2-
aminobenzoique, de I’acide 6-chloro-2-aminobenzoique et de I’acide 6-fluoro-2-
aminobenzoique. Par chromatographie liquide couplée au spectrométre de mase, nous
avons trouvé que ces trois molécules inhibent dans une proportion intéressante les HAQ
et ce sans affecter trop la croissance bactérienne. Ultimement, un suivi plus complet de la
dégradation du 4Cl et du 6F serait a effectuer, considérant leur faible pourcentage

résiduel dans le milieu.

Deux voies sont impliquées dans la synthése des HAQ a partir du précurseur, I’acide
anthranilique. L’une permet la production de N-oxide, une famille de composés
antibactériens et d’inhibiteurs du cytochrome. La seconde voie méne a la production de
HHQ suivi de la conversion en PQS, des molécules de communication (Déziel ef al.,
2004). Malgré I’analogie de structure entre le N-oxide et le HHQ, ce dernier ne semble
pas étre le précurseur du premier (Déziel ef al., 2004). Le fait que le 4Cl, le 6Cl ainsi que
le 6F, soient capables d’inhiber la synthése du HHQ, du PQS ainsi que du N-oxide,
suggere que ces analogues de I’AA inhibent une enzyme commune aux deux voies de
biosynthése avant leur séparation. La biosynthése des HAQ s’effectue par 1’addition de
I’acide anthranilique & un cétoacide (Ritter et Luckner, 1971; Déziel er al., 2004;
Bredenbruch et al., 2005). Un analogue de I’AA pourrait aussi agir en inhibant cet

appariement.

L’acide anthranilique est impliqué dans plus d’une voie de synthése chez les bactéries.
Chez P. aeruginosa I’AA est produit par plusieurs anthranilate synthases (TrpEG et
PhnAB) et est notamment utilisée comme précurseur dans la biosynthése du tryptophane

(Essar ef al., 1990b). Des travaux effectués chez E. coli ont déja montré que des

- 105 -



analogues de ’AA peuvent inhiber I’activité de ’anthranilate synthase (Held et Smith,
1970; Moyed, 1960). Ces travaux suggerent donc que des molécules analogues a I’acide
anthranilique comme le 4Cl, le 6Cl et le 6F puissent également intervenir au niveau de la

synthése de I’acide anthranilique, le précurseur des HAQ.

4.2 L.e mode d’action des inhibiteurs

Un inhibiteur compétitif est une molécule qui inhibe I’activité d’une enzyme car elle
entre en compétition avec le substrat pour le site actif de celle-ci (Prescott, Harley et
Klein, 1995). Un inhibiteur compétitif posséde généralement une ressemblance
structurale avec le substrat. La réaction enzymatique est bloquée, soit parce que
I’inhibiteur ne posseéde pas le groupement chimique transformable par ’enzyme, soit
parce que la position du groupement chimique sur I’inhibiteur rend impossible sa
transformation par le site actif (Koolman et R6hm, 1999). Un inhibiteur non compétitif
sera, quant a lui, une molécule qui va inhiber I’activité enzymatique en se liant & un site

distinct du site actif (Prescott, Harley et Klein, 1995).

Un premier test a été effectué afin de vérifier si les inhibiteurs peuvent agir au niveau de
la synthése de I’AA. L’accumulation transitoire de I’acide anthranilique dans les extraits
de PA14 mis en culture avec le 4Cl, le 6Cl ou le 6F est semblable a 1’accumulation
observée chez le mutant pgs4. Ce mutant ne peut produire de HAQ, ce qui est le cas de la
souche PA14 lorsqu’elle se trouve en présence d’un des trois inhibiteurs. Cette
accumulation s’explique par le fait que I’AA est le précurseur commun des HAQ.
Lorsqu’il n’y a pas de HAQ produits, cet AA s’accumule mais de maniére transitoire.
Ceci peut s’expliquer par le fait que I’AA accumulé peut étre réutilisé au niveau de la
synthése du tryptophane. Le contrle PA14 qui produit des HAQ utilise I’AA, ce qui

explique donc I’absence d’accumulation.
Un second test de compétition avec I’acide anthranilique a été effectué dans le but de

clarifier le mode d’action des inhibiteurs, plus spécifiquement afin de vérifier s’ils

agissent sur une enzyme de 1’opéron pgsABCD ou si leur effet se fait sentir sur un autre
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sysieme enzymatique de la bactérie et n’affecte qu’indirectement la production des HHAQ.
Des analogies de structures entre PqsA et des enzymes impliquées dans I’activation de la
fonction acyle d’acide organique aromatique (comme en posséde I’acide anthranilique),
montrent qu’il est vraisemblable que PgsA soit I’enzyme affectée par une telle inhibition.
Dans le cas de I’acide 6-chloro-2-aminobenzoique et de 1’acide 6-fluoro-2-
aminobenzoique (figure 3.20), plus il y a d’AA ajouté au milieu de culture, plus il y a de
HAQ produits, ce qui indique selon les résultats précédents qu’ils compétitionnent pour
le site actif de I’enzyme PqsA. Pour ce qui est de I’acide 4-chloro-2-aminobenzoique, on
ne remarque pas d’effet de compétition comparativement aux deux autres inhibiteurs.
Ceci semble prouver que cette molécule agit différemment lors de I’inhibition des HAQ.
Quant au témoin, 1’addition d’AA ne permet pas d’augmenter la production des HAQ. 11
est reconnu que le QS est influencé par plusieurs événements dont des facteurs
nutritionnels. II se pourrait que I’acide anthranilique puisse devenir une source de
carbone lorsque présent en quantité importante dans le milieu de culture. Ceci pourrait
alors affecter le systtme du QS et ainsi provoquer une diminution de la production en

HAQ lorsque I’on augmente la concentration en AA.

Une inhibition irréversible est créée par la formation d’un complexe stable avec I’enzyme
visant a I'inactiver de fagon permanente. L'enzyme reconnait l'inhibiteur comme son
substrat et entame le processus de modification de ce dernier. Intervient alors une étape
au cours de laquelle I'inhibiteur se lie de fagon trés stable a I'enzyme (Koolman et Rhm,
1999). Ceci ne semble pas étre le cas des acides 6-chloro-2-aminobenzoique et 6-fluoro-
2-aminobenzoique dont I’inhibition peut étre levée en présence d’AA. On distingue
généralement les inhibiteurs réversibles, qui se lient a 'enzyme par des liaisons de faible
énergie, et les inhibiteurs irréversibles, qui se fixent de maniére covalente (Koolman et
Rohm, 1999). Cependant, la liaison de I’enzyme avec son substrat est soupgonnée de

s’effectuer au niveau de la fonction acyle des cétoacides, a ’aide d’un lien covalent.
Il serait intéressant de comprendre cette différence entre les trois analogues testés,

comment et pourquoi l’acide 4-chloro-2-aminobenzoique réagit différemment. Les

inhibiteurs compétitifs et non-compétitifs sont habituellement faciles a distinguer par la
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vitesse maximale de la réaction enzymatique pour des concentrations élevées de
substrats. Lorsque la vitesse maximale de la réaction ne change pas en présence d’un
inhibiteur, il y a inhibition compétitive. Lorsque la vitesse diminue, il y a inhibition non
compétitive (Koolman et R6hm, 1999). L'affinité d'un inhibiteur pour une enzyme est
donnée par la constante d'inhibition Ki, qui représente la concentration en inhibiteur pour
laquelle la moiti¢ des sites enzymatiques sont occupés. Ainsi, l'affinité d'un inhibiteur est
d'autant plus grande que le Ki est petit. Cette constante d'inhibition correspond aussi a la
constante de dissociation du complexe enzyme-inhibiteur (Koolman et R6hm, 1999). 1I
serait alors intéressant d’établir le niveau d’affinité des différents inhibiteurs testés pour

PgsA, qui nous semble étre la cible de ces molécules.

MvIR régule directement et indirectement tout un ensemble de facteurs de virulence. La
présence d’analogues de I’AA dans le milieu de culture peut-elle affecter la virulence
chez P. aeruginosa? A I’aide de la spectrophotométrie, le suivi de la production de la
pyocyanine, contrdlée par MvfR, a été fait. Les cultures comparées a des D.O. semblables
montrent qu’a une concentration de 1.5 mM, 1’acide 4-chloro-2-aminobenzoique diminue
de 10 fois la présence de la pyocyanine dans le milieu. Toujours & une concentration de
1.5 mM, P’acide 6-fluoro-2-aminobenzoique diminue légérement la production de la
pyocyanine tandis que I’acide 6-chloro-2-aminobenzoique ne semble pas affecter la
production du pigment bleuté. Cependant, il a été démontré qu’a une concentration de 6
mM, le 6F et le 6Cl abolissent la production de la pyocyanine (Lesic ef al., soumis). Les
genes impliqués dans la synthése de la pyocyanine, phzABCDEFG, ont été identifiés
comme ayant leur expression diminuée par les trois analogues de I’AA (Lesic et al.,

soumis).

Nous avons donc identifi¢ trois composés efficaces dans I’inhibition du quorum sensing
in vitro chez P. aeruginosa. La recherche de nouveaux analogues pourrait étre nécessaire
afin de trouver d’autres inhibiteurs actifs a de plus faibles concentrations. Bien siir,
I’identification de I’enzyme ciblé par ces analogues de I’AA pourrait contribuer au

développement de nouvelles molécules.
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4.3 Le régulateur transcriptionnel MvfR

MVIR est un régulateur transcriptionnel de la famille de type LysR (HenikofT ef al.,
1988). Ces régulateurs transcriptionnels sont inactifs avant leur liaison a de petites
molécules spécifiques appelées ligands ou co-inducteurs (Schell, 1993) et la partie C-
terminale de MvfR code pour un domaine de liaison a un ligand (Cao ef al, 2001). Cette
famille de régulateurs transcriptionnels est reconnue pour faire la synthése de leur propre
inducteur. Les opérons phnAB et pgsABCD sont inactivés dans un mutant mvfR et comme
ces opérons sont directement impliqués dans la synthése des HAQ, nous avons émis
I’hypothése que les HAQ pourraient étre des ligands de MvfR. Un mutant mvfR est
également moins virulent, et on y observe une diminution de la production de la
pyocyanine. De plus, le taux de survie est plus élevé chez les souris infectées avec un
mutant pgs4 comparativement & la souche sauvage (Déziel ef al., 2005). Ceci confirme
donc I’importance des génes dépendants de MvfR dans la pathogénése. L’identification
d’un co-inducteur de MvVfR pourrait représenter une nouvelle cible dans le
développement de nouveaux composés permettant de limiter les infections de P.

aeruginosa.

Au cours de ce projet, il a été démontré que le PQS augmente I’affinité de MvfR pour son
site de liaison a ’ADN (Wade es al., 2005), une indication que le PQS pourrait bien étre
un ligand de MvfR. Cependant, il a été remarqué que la transcription de pgs4BCD n’est
pas affectée dans un mutant pgsH (Xiao ef al., 2006). Pourtant, un mutant pgsH ne
produit pas de PQS, mais seulement du HHQ. Ceci indique donc qu’il pourrait bien y

avoir deux ligands pour le site de liaison 8 Mv{R.

Pour arriver a déterminer les ligands de MvfR, nous avons utilisé E. coli comme systéme
hétérologue d’expression des HAQ. Ce systéme a permis de confirmer les éléments
nécessaires et suffisants pour reconstituer la régulation de la biosynthése des HAQ, c’est-
a-dire mvfR ainsi que les genes pgsABCD. 11 a été remarqué que I’ajout d’acide
anthranilique était nécessaire pour la production de HAQ chez E. coli. Ne possédant pas

naturellement un systéme additionnel de biosynthése de I’AA comme PhnAB, qui permet
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une plus grande production d’AA utilisable pour la synthése des HAQ, I’AA présent chez
E. coli sert exclusivement a la synthése du tryptophane (TrpEG), ce qui peut expliquer
que dans cette construction I’AA soit en quantité limitante pour la synthese des HAQ. Ce
systéme a deux plasmides chez E. coli permet d’observer et de quantifier en CL/SM des
congénéres du HHQ possédant une chaine alkyle en position 2 composée de 7, 9 et
méme de 11 carbones, tout comme chez la souche de P. aeruginosa PA14. On remarque
une augmentation de la production de HHQ lors de I’ajout de PQS et de HHQ vers la fin
de la phase exponentielle. L’effet d’induction se fait peu ou pas ressentir en début de la
phase stationnaire. Ceci peut s’expliquer par I’accumulation du HHQ dans le systeme,
lequel n’est pas transformé en PQS en absence de I’enzyme PqsH. Les quantités de HHQ
atteintes sont alors maximales et vraisemblablement le ligand est alors en concentration
saturante. Cependant, le PQS semble avoir un effet plus marqué sur la production de ces

HAQ.

Il reste & comprendre pourquoi Mv{R aurait deux ligands. Le HHQ étant le précurseur du
PQS est produit avant ce dernier. Il est possible qu’initialement le HHQ puisse initier la
boucle d’autoinduction des HAQ en augmentant I’affinité de Mv{fR pour le promoteur de
pgsABCDE. Par la suite la transformation du HHQ en PQS pourrait permettre une autre
plus grande augmentation de la production des HAQ, compte tenu de la plus grande
activité du PQS pour MvfR, dans un contexte de quorum sensing, dans la mesure ou le
PQS serait vu par les bactéries comme un produit « extracellulaire » reflétant une activité
biologique (I’hydroxylation du HHQ) proportionnelle a 1’augmentation de la densité
cellulaire. Cette forte production de HAQ permettrait, via I’activation découlant de
MvfR, I’expression coordonnée de facteurs de virulence utilisés par les bactéries pour
submerger les défenses de 1’hote. De ce fait, |’utilisation de molécules capables de
diminuer la production des HAQ au niveau enzymatique, agit également au niveau de
I’expression des opérons phnAB et pqsABCD, par la diminution de la production du

HHQ et du PQS qui sont les ligands de Mv{R.
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4.4 Recherche d’un intermédiaire de biosynthése des HAQ

4.4.1 La chromatographie sur couche mince

Dans le but d’isoler un intermédiaire de biosynthése des HAQ par chromatographie sur
couche mince, nous avons utilisé I’AA marqué au C14. Le composé intermédiaire devrait
étre radioactif puisqu’il provient de la combinaison de I’acide anthranilique marqué et
d’une céto acide. De plus, puisqu’elle contient un noyau aromatique, cette molécule doit
étre visible aux U.V, ce qui permet également de visualiser sa position. Une molécule
non apparente sous la lampe U.V. serait plus difficile a localiser a partir de cultures non-
radioactives, compte tenu que I’on ne peut pas injecter des composés radioactifs dans le
spectrométre de masse en vue d’une identification plus poussée d’un éventuel produit

isolé.

Afin d’augmenter la concentration de I’intermédiaire nous avons utilisé un mutant pgsC
dans I’hypothése que cette enzyme effectue une étape subséquente a I’addition de I’AA
sur le cétoacide. Cependant, puisque ce mutant ne produit pas de PQS et que ce dernier,
via Pactivation de MvfR, augmente I’expression de I’opéron pgs4BCD (Xiao et al.,
2006) nous avons rajouté du PQS non radioactif a ces cultures. En ajoutant du PQS dans
le milieu de culture, on souhaite donc augmenter I’accumulation d’un intermédiaire chez
au moins un des mutants testés. C’est pourquoi, chez pgsA4", utilisé ici comme controle,
et pgsC, on peut voir la marque du PQS sous les U.V. Cependant, on ne retrouve pas
cette molécule au Phosphorlmager. Le PQS n’est pas radioactif car il n’est pas produit
par les mutants a partir de I’AA Cl4. La grande quantité de composés radioactifs
retrouvés est explicable par le fait que I’AA est nécessaire a la biosynthése du
tryptophane. Comme le tryptophane est un acide aminé participant a la constitution des

protéines, I’AA C14 est donc incorporé dans diverses voies métaboliques.
La chromatographie est une technique d’analyse pouvant étre quantitative, qualitative et

séparative. En plus des caractéristiques propres aux composés, la concentration des

échantillons peut aussi influencer le déplacement des molécules. Le calcul du quotient Rf
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(retention factor) qui est la distance parcourue par I’échantillon sur la distance parcourue
par le solvant peut alors varier grandement selon les conditions expérimentales pour une
méme molécule. C’est ce qui semble s’étre produit dans le cas du PQS et du composé
recherché. Les Rf calculés varient beaucoup. Selon les différentes extractions effectuées,
des quantités variables ont pu étre extraites. Bien que les plaques chromatographiques
utilisées puissent détecter quelques nanogrammes de matériel, normalement les
échantillons varient entre 100 milligrammes et quelques microgrammes. Au-dela d’une
certaine concentration, la qualité de la migration peut se détériorer, laisser des trainées et
diminuer la séparation des composés d’un méme extrait. Le Rf dépend donc de différents
paramétres dont le systéme de solvants et la phase stationnaire, mais aussi de la quantité
de matériel qui est apposé sur la plaque et de la température. A cause de ces facteurs
variables, il est difficile de garder constant un Rf pour une méme molécule. Un composé
de référence est normalement ajouté aux extraits. Dans le cas de cette expérimentation, le
PQS a pu servir de molécule référence. De plus, différentes molécules bien visibles aux
U.V. et / ou au Phosphorlmager ont servies de repéres pour situer les molécules

recherchées encerclées a la figure 3.28.

Les cultures correspondantes non radioactives ont été séparées par chromatographie sur
plaque (fig. 3.29 et 3.30). L’absence de la molécule isolée sur les plaques radioactives
chez les deux mutants peut s’expliquer de diverses maniéres. Les cultures ont des
différences de D.O. variables. I se peut que I’intermédiaire soit présent a une période trés
précise de la croissance bactérienne et donc a une D.O. bien définie, ce qui peut se
traduire en une durée de vie trés courte. L’extraction a ’acétate d’éthyle des cultures non-
radioactives a été effectuée a une journée d’intervalle. Il se peut aussi que le composé

d’intérét ait été dégradé.

La récupération en 1" dimension des molécules non séparées en 2°™ dimension n’a pas
permis de trouver de nouveaux intermédiaires éventuels dans la biosynthése des HAQ. 11
a déja été mentionné que la récupération de matériel & partir de la silice de plaques

chromatographiques comporte une grande part de pertes (Morrow ef al., 1999). C’est ce
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qui semble s’étre produit dans ce cas-ci (fig. 3.28). Beaucoup de matériel semble ne pas

avoir été élué de la plaque de silice.

La séparation de la fraction cellulaire et du surnageant a permis d’avoir un peu moins de
matériel sur les plaques. D’apres la figure 3.33, le PQS est une molécule exportée
majoritairement a I’extérieur de la cellule quoiqu’on en retrouve des traces a I’intérieur.
La molécule recherchée est retrouvée dans le surnageant. Ceci est surprenant si 1’on
considére que ce composé est un intermédiaire et qu’il requiert des enzymes pour
procéder a la cyclisation et former des HAQ. Cependant, chez les mutants, ces enzymes
ne sont pas toutes présentes. Il se pourrait que le produit intermédiaire soit expulsé de la
cellule s’il ne peut étre réutilisé dans d’autres voies métaboliques par exemple.
L’extraction a I’acétate d’éthyle des échantillons radioactifs et non radioactifs ainsi que la
migration a eu lieu en méme temps. La tache d’intérét a été éluée des plaques non-
radioactives mais I’identification en CL / SM n’a pas été possible. Encore une fois,
I’élution a partir de la silice peut créer des pertes d’importantes quantités de produit. De
ce fait, I’identification d’un composé inconnu en faible quantité par rapport au bruit de

fond est trés ardue.

L’extrait concentré sur plaque de CCM ainsi que I’élution d’une partie de la plaque a
permis de retrouver la molécule d’intérét, et cette fois-ci, trés intense. L’identification en
CL / SM n’a pas été possible, probablement a cause de la perte créé lors de 1’élution de la

silice.

4.4.2 L’électrophorese sur gel non-dénaturant

L’isolation sur gel d’une protéine appartenant au systéme enzymatique pgsABCD a aussi
¢té entreprise. De la méme maniére que lors des tests sur plaques chromatographiques, le
milieu de culture des mutants a été supplémenté en AA Cl4. De cette maniére, on
souhaite observer I’accumulation d’un intermédiaire C14 lié a son ACP, dans ’hypothése
que I’intermédiaire cétoacide soit couplé a I’AA lorsque encore fixé a une ACP. Compte

tenu que le lien thioester entre une ACP et son substrat est relativement labile, nous avons
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recherché des conditions de dénaturation aussi douces que possible. Cependant, en
utilisant des conditions ne favorisant pas le dépliement des protéines, celles-ci ont laissé
des bandes peu distinctes les unes des autres. C’est pourquoi les extraits ont été séparés
en fractions cytoplasmiques, membranaires ainsi que le surnageant. Cependant, la
fraction cytoplasmique demeure celle possédant un contenu protéique trés chargé. Nous
n’avons pas observé de protéines marquées radioactivement. Il se peut que le lien
covalent ait ét¢ rompu, malgré les conditions moins dénaturantes. Cependant, il est
également possible que les protéines recherchées puissent se trouver en trés faible
quantité. C’est pourquoi le mutant pgsA4 a été transformé avec les plasmides multi-copies

pLG12 et pLG14 pour surproduire ces ACP.

Le plasmide pLG12 permet I’expression constitutive des protéines PqgsABCD. Selon le
schéma de biosynthése des HAQ, ces enzymes sont suffisantes pour produire des HAQ
de la famille des HHQ. Le mutant pgs4 comprenant le plasmide pLG12 ne peut donc pas
accumuler un intermédiaire. Les génes pgsABCD sont présents dans le plasmide. Il y a
production de HAQ, une accumulation de produit HHQ. Le plasmide pLG14 contient les
geénes pgsABC exprimés constitutivement. Une hypothése serait que ces trois enzymes,
une fois exprimées, puissent coupler I’AA (C14 dans cette expérience) et la cétoacide
mais que I’enzyme PgsD étant manquante la réaction de cyclisation formant le noyau
quinoline ne serait pas complétée. L’intermédiaire inachevé pourrait donc s’accumuler
chez ce mutant. Il risque alors de se retrouver lié a une ou des protéines surexprimées
impliquées dans la biosynthése des HAQ. Le gel électrophorése en conditions semi-
dénaturantes n’a cependant pas permis de détecter la présence de protéines fortement
radioactives malgré la surexpression des enzymes recherchées. La encore, il se peut que
le lien covalent liant ’intermédiaire a son ACP ait été rompu. Alternativement, il est
possible que la protéine portant I’AA radioactif soit en concentration faible et que
puisque I’AA est incorporé entre autre lors de la biosynthése du tryptophane il en résulte
un bruit de fond pour toutes les protéines qui masque le signal que nous recherchions. 11
faut ajouter que les conditions d’électrophorése utilisées sont non favorables a la
séparation des protéines sur gel de polyacrylamide, les protéines membranaires n’ont pu

étre observées sur gel. Il serait important de rechercher les conditions d’électrophorése
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optimales afin de bien voir les protéines séparées tout en ayant les conditions de
dénaturation les plus douces possible pour éviter la rupture du lien thioester entre I’ACP

et son substrat.
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Conclusion

Le projet de recherche proposé vise a décortiquer le systéme enzymatique codé par les
genes pgsA-D qui semblent responsables de la synthése des HAQ chez P. aeruginosa. Le
PQS est un HAQ impliqué dans la hiérarchie du quorum sensing, un important
mécanisme du contrdle de la virulence chez P. aeruginosa. Des inhibiteurs du quorum
sensing sont activement recherchés en tant que nouveaux traitements contre ce
microorganisme en alternative aux antibiotiques classiques (Hentzer er al, 2003).
D’ailleurs, il a été démontré que I’anthranilate de méthyle, un analogue structurel de
I’acide anthranilique, inhibe la formation de PQS tout en diminuant I’expression de
facteurs de virulence (Calfee et al., 2001). Ceci serait dii a I’inhibition de ’activité de
PgsA, que I’on soupgonne étre I’enzyme responsable de I’activation de la fonction

carbonyle de I’acide anthranilique lors de la formation des HAQ.

Trois volets ont été explorés au cours de cette étude. Tout d’abord, I’inhibition de la
production des HAQ a I’aide d’inhibiteurs partageant une similarité structurelle avec
’acide anthranilique. Trois molécules semblent prometteuses: 1’acide 4-chloro-2-
aminobenzoique, I’acide  6-chloro-2-aminobenzoique et I’acide  6-fluoro-2-
aminobenzoique. Ces molécules arrivent a inhiber la production de HHQ, de PQS et de
N-oxide en culture liquide et ce en affectant peu la croissance bactérienne. Le fait que le
4Cl, le 6CI ainsi que le 6F, soient capables d’inhiber la synthése des N-oxides et des
autres HAQ suggére que ces analogues de I’AA inhibent une enzyme commune aux deux
voies de biosynthése. Les trois inhibiteurs ne semblent pas agir au niveau de la synthése
de I’AA. L’accumulation transitoire de I’acide anthranilique dans les extraits de PA14
mis en culture avec le 4Cl, le 6Cl ou le 6F est semblable a 1’accumulation observée chez
le mutant pgsA. Cependant, les inhibiteurs ne semblent pas agir de la méme fagon. Tandis
que le 6Cl et le 6F semblent compétitionner pour le site actif de I’enzyme PqsA, on ne
remarque pas d’effet de compétition chez le 4Cl. De plus, I’effet inhibiteur peut étre levé
en présence d’AA pour ce qui est du 6Cl et du 6F. Bien siir, I’isolement et la
caractérisation de I’enzyme ciblé par ces analogues de I’AA pourrait contribuer au

développement de nouveaux inhibiteurs.
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La deuxiéme partie de 1’étude concerne I’identification d’une seconde molécule pouvant
agir en tant que co-inducteur de MvfR, régulateur transcriptionnel du systéme de quorum
sensing. Nous savons que |’activation de MvfR dépend de sa liaison a un co-inducteur
spécifique, possiblement un produit d’un chemin de biosynthése régulé par Mv{R et relié
a la virulence de la bactérie (Schell, 1993). 11 a d’ailleurs été rapporté que le PQS
augmente I’affinité de MvfR a I’ADN (Wade ef al., 2005). Nous avons démontré que le
HHQ ainsi que le PQS sont tous deux des co-inducteurs du régulateur transcriptionnel
MvfR. Cependant, I’activation de MvIR par le PQS semble avoir un effet plus important
que le HHQ qui augmenterait la production des HAQ en début de phase exponentielle
alors que le PQS agirait au début de phase stationnaire. Il reste & comprendre pourquoi

Mv{R posseéde deux ligands.

Finalement, nous avons cherché a isoler un intermédiaire ainsi qu’une protéine de type
acyl carrier protein afin d’élucider le chemin de biosynthése des HAQ chez P. aeruginosa
PA14. Nous savons que I’acide anthranilique se couple a des acides gras substitués en
position béta par une fonction cétone. Le composé intermédiaire subit ensuite une
réaction de cyclisation pour former le noyau quinoline commun aux HAQ.
Vraisemblablement cette cyclisation s’effectue par I’activation de la fonction carbonyle
de I’acide anthranilique, qui serait attaquée par la fonction méthyléne adjacente aux
groupements acide et cétonique du cétoacide. Le géne pgsA, de I’opéron pgsABCD, est
responsable de la synthése des HAQ et présente des similarités de séquences avec des
protéines responsables de I’activation de la fonction carboxyle de composés aromatiques.
Nous avons utilisé la technique de chromatographie sur couche mince pour analyser les
mutants pgsA et C (fig. 3.28 et suivantes). Il n’a pas été possible d’isoler un intermédiaire
de biosynthése, probablement a cause de sa courte durée de vie. L’isolation sur gel d’une
protéine appartenant au systéme enzymatique pgsABCD en utilisant de I’AA radioactif a
été entreprise avec des résultats peu concluants. L’acide anthranilique étant incorporé
entre autre lors de la biosynthése du tryptophane, il en résulte un bruit de fond pour toutes
les protéines qui masquera le signal recherché. L’utilisation d’un inhibiteur radioactif de

la biosyntheése des HAQ pourrait éliminer un tel probléme.
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En perspectives, I’identification de la fonction de chacune des enzymes responsables de
la synthese des HAQ est importante dans le développement d’une nouvelle méthode pour
combattre les infections & P. aeruginosa. L’ utilisation d’inhibiteurs semble prometteuse,
ciblant la virulence de la bactérie et non la survie de celle-ci. Ceci pourrait permettre au
systéme immunitaire de I’hdte d’éliminer le microorganisme et ce, tout en évitant la
résistance attribuable aux antibiotiques. Cependant, il est évident que beaucoup d’étapes
restent a franchir afin de bien comprendre le mode d’action de ces inhibiteurs. De plus,
de nouvelles techniques doivent étre développées pour y arriver, dont I’isolation d’un
intermédiaire de biosynthése qui est toujours inconnu et I’isolation des enzymes
nécessaires a la biosynthése des HAQ pouvant mener & la découverte de nouveaux

inhibiteurs encore plus efficaces.
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