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Introduction générale






I- Les Systemes a deux composantes

Les bactéries sont des étres unicellulaires procaryotes présents dans tous les types d'environnement
(arctique, tropicaux, désertiques...) sur terre et dans les mers. Les bactéries sont soumises aux
variations environnementales du milieu dans lequel elles vivent (absence de nutriment, changement
de température, d'osmolarité...). Les bactéries ont donc besoin de percevoir et de s'adapter a leur
environnement. Pour cela, elles utilisent notamment un systeme de transduction du signal a travers
les membranes en fonction des stimuli percus dans I'environnement : il s'agit des systemes a deux
composantes (TCS). lls désignaient il y a plus de vingt ans une nouvelle classe de régulateurs trouvés
chez les bactéries. Les TCS sont le systéme d'adaptation le plus répandu chez les bactéries Gram
positives et Gram négatives quelque soit leur niche écologique. On en retrouve plus d'une centaine
chez les eubactéries, les archébactéries et seulement quelques uns chez les eucaryotes (A. M. Stock,
Robinson, et Goudreau 2000). Les TCS permettent aux bactéries de modifier I'expression de leurs
génes en fonction des stimuli extérieurs comme l'azote, le changement de pH, d'osmolarité, de
température, limitation en phosphate et nutriments chemo-attraction et répulsion, etc (Gross, Arico,
et Rappuoli 1989). Le processus d'adaptation médié par les TCS entrainera un changement
physiologique chez la bactérie comme la sporulation, la compétence, I'utilisation de métabolites, la
pathogénese etc (Parkinson 1993).

Le TCS est composé de deux partenaires, une histidine kinase (HK) capable de sentir I'environnement
et de relayer le signal jusqu'a son régulateur transcriptionnel (RR) qui va réguler l'expression des
geénes cibles et médier la réponse cellulaire. Chez E. coli par exemple, on ne compte pas moins de 30
HK et 32 RR (Mizuno 1997), 36 HK et 34 RR chez B. subtilis (Fabret, Feher, et Hoch 1999) et chez
Synechocystis sp, ils représentent 2.5% du génome (Mizuno, Kaneko, et Tabata 1996). On en
dénombre beaucoup moins chez les eucaryotes avec 1 chez S. cerevisiae (Francesc Posas et al. 1996)
(Maeda, Wurgler-Murphy, et Saito 1994) et 2 chez C. albicans (Nagahashi et al. 1998) impliqués dans
I'osmorégulation et le développement des hyphes. Enfin on trouve également des TCS dans les

plantes avec un réle dans la maturation des fruits dépendant de I'éthylene (Chang et al. 1993).




Les classes de kinases
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Figure 1 : Les différentes classes d’histidines kinases. A : représentation schématique des différents
domaines kinases en fonction de leur classe. B : 'exemple d’AcrAB chez E. coli qui présente une
histidine kinase hybride (Mizuno 1997 ; Stock, Robinson, et Goudreau 2000)



A- Les Histidines kinases (HK)

Bien que les HK soient catalytiguement proches des Ser/thr/tyr kinases, elles different par leur type
de chimie produisant respectivement des phosphoramidates et des phosphoesters (Stock, Robinson,
et Goudreau 2000), de méme les HK sont majoritairement retrouvées chez les bactéries alors que les
Ser/Thr/Tyr sont majoritairement chez les organismes eucaryotes ( Stock, Robinson, et Goudreau
2000) bien que ces distributions ne soient pas exclusives. Pour le reste de cette étude, nous allons
nous intéresser aux HK présentes chez les bactéries.

La super-famille des HK est caractérisée par des séquences conservées d'environ 200 acides aminés
mais leur taille globale varie de 40 kDa a plus de 200 kDa. Le domaine histidine kinase est entouré de
séquences non conservées dans une méme famille permettant ainsi des régulations spécifiques.
Lorsque I'HK percoit un signal ou «input», via son domaine senseur, elle subit une auto-
phosphorylation dépendante de I'ATP sur une histidine conservée dans le « core » de la kinase
(Parkinson et Kofoid 1992). Cette autophosphorylation va permettre au monomere de phosphoryler
I'histidine conservée du deuxieme monomere rendant I'hétérodimeére actif et capable de transférer
son phosphate sur son régulateur transcriptionnel (RR) ((Surette et al. 1996, Pan et al. 1993), (Y.
Yang, Park, et Inouye 1993), (Wolfe et Stewart 1993), (Ninfa et al. 1993), (Swanson, Bourret, et Simon
1993)). Dans certains cas, les HK peuvent étre bifonctionnelles et avoir une fonction phosphatase
lorsque la voie qu'elles régulent nécessite d'étre éteinte rapidement (CheA, DegS, NtrB) (MacFarlane
et Merrick 1985 ; Henner, Yang, et Ferrari 1988 ; Mutoh et Simon 1986).

Les HK peuvent-étre retrouvées sous 2 formes : les HK orthodoxes et les hybrides (figurel).

Les HK orthodoxes sont des récepteurs de la membrane périplasmique et sont elles-méme classées
en différentes familles, dont EnvZ qui représente le type de HK orthodoxe le plus commun. EnvZ est
composée de deux régions transmembranaires, d'un domaine périplasmique N-terminal qui va sentir
les variations de l'environnement et d’'un domaine cytoplasmique C-terminal correspondant au
domaine catalytique (ou core de la kinase). Cependant, d'autres types de topologies peuvent étre
trouvés : FixL (contréle la fixation de I'azote) possede 4 domaines transmembranaires et UhpB (fait
partie du systeme de transport du sucre) en possede 8 (Lois, Ditta, et Helinski 1993 ; Island, Wei, et
Kadner 1992). De la méme facon certaines HK cytoplasmiques, comme CheA et NtrB, régulent la
transduction du signal via d'autres interactions avec des protéines membranaires (Stock et al. 1988 ;
MacFarlane et Merrick 1985 ; Buelow et Raivio 2010).

Les HK hybrides sont principalement présentes chez les eucaryotes, mais on en trouve aussi chez les
procaryotes. Elles contiennent plusieurs sites donneurs et accepteurs de phosphates. Chez E. coli,

AcrB est un exemple d’HK hybride (figure 1). AcrB est impliqué dans le contréle redox en anoxie et
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Figure 2 : Les différentes classes de régulateurs transcriptionnels. En plus des trois familles de RR
principales, d’autres types de RR sont retrouvés. Tous les RR posseédent un domaine de liaison a
I’ADN (output domaine) a I'exception de CheY qui ne posséde qu’un domaine receveur. (Mizuno
1997)



posséde des régions transmembranaires en N-terminal, suivi du core de la kinase, d’un domaine
semblable aux domaines régulateurs des RR et enfin, une deuxiéme région, contenant une histidine,
appelée domaine de phosphotransfert (HPt). De la méme fagon, TodS (Pseudomonas putida)
impliqué dans les voies de dégradation du toluene possede deux cores kinases dupliqués contenant
chacun tous les motifs conservés (Lau et al. 1997).

Maintenir une bonne transmission du signal est essentiel a la survie et a I'adaptation de la bactérie.
Les similarités de séquences et de structures entres les HK et les RR augmenteraient donc le risque
de «cross-talk», c'est a dire l'activation d'un RR par une HK appartenant a un autre TCS. Cependant,
peu de «cross-talk» ont été décrits malgré la présence de dizaines de TCS dans les bactéries ce qui

dénote une forte spécificité entre I'HK et le RR (Podgornaia et Laub 2013).

B- Les Régulateurs transcriptionnels (RR)

Les RR (pour régulateurs de réponse) sont les partenaires des HK pour la transduction du signal. Chez
les procaryotes, ils se situent le plus souvent en fin de voie pour modifier la réponse adaptative. Ils
catalysent le transfert du phosphate situé sur I'histidine conservée de I'HK ou encore provenant de
donneurs de phosphates comme I'acétyl phosphate ou le phosphoramidate sur un résidu aspartate
conservé (Lukat et al. 1992). Les RR se composent de deux domaines : un domaine régulateur en N-
terminal conservé et un domaine effecteur variable en C-terminal qui est, dans la plupart des cas, un
domaine de liaison a I'ADN (25 des 32 RR de E. coli) avec un rble dans l'activation ou la répression des
génes cibles (Mizuno 1997) (figure 2). Dans le domaine régulateur des RR, on retrouve 3 aspartates
et une lysine tres conservés. Ce domaine constitue la «phospho-pocket» du RR de par son role dans
les transferts de phosphates. Les RR sont trouvés sous deux formes en équilibre dans les cellules : un
état activé et un état inactivé, ces deux états conférent aux RR deux aspects moléculaires différents
permettant ainsi de changer les interactions protéines-protéines et protéines-ADN. Dans la plupart
des cas, la phosphorylation du RR entraine une oligomérisation du RR (dimérisation et plus)
responsable du switch vers la forme active (Fiedler et Weiss 1995 ; McCleary 1996 ; Weiss, Claverie-
Martin, et Magasanik 1992 ; Wyman et al. 1997 ; Webber et Kadner 1997). Ce cas est considéré
comme le plus courant, cependant il existe quelques exceptions comme le RR SSK1 impliqué dans la
régulation de I'osmorégulation chez les levures dont la forme phosphorylée est la forme inactive
(Posas et Saito 1998). Il a été démontré qu'une phosphorylation des RR permettait un
repositionnement des domaines N-terminaux et C-terminaux permettant une plus grande
accessibilité a I'ADN (Djordjevic et al. 1998). Pour information, il est tres difficile d'observer des RR

dans leur conformation active car non seulement la demi-vie de l'acyl phosphate peut aller de
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qguelques secondes a plusieurs heures dans les conditions naturelles mais de plus, il n'est pas rare
gue les RR possédent une activité auto-phosphatase (Hess et al. 1988).
Les RR sont classés en 3 familles : OmpR, NarL et NtrC. lls ont été classés ainsi en fonction de leur

domaine de liaison a I'ADN (Hakenbeck et Stock 1996).

La famille OmpR

Il s'agit de la plus grande famille de RR qui peut activer ou réprimer |'expression de génes cibles,
ompC et ompF codant pour des porines de membrane externe. OmpR interagit principalement avec
la sous unité alpha de I'ARN polymérase pour transcrire ses génes cibles (Garrett et Silhavy 1987 ;
Matsuyama et Mizushima 1987). Cependant, ce n'est pas une généralité puisque dans cette famille
PhoB interagira plutot avec sigma 70 (Makino et al. 1993 ; Kumar et al. 1994). OmpR est caractérisé
par la présence d’une hélice qui interagit avec le grand sillon de I'ADN, entourée de deux boucles
(« wings ») interagissant avec le petit sillon de I’ADN. Chez E. coli, OmpR est phosphorylé par I'HK
EnvZ et régule I'osmolarité de la bactérie. Lorsque OmpR est phosphorylé (et donc actif), il va avoir
un role activateur sur ompC et un double rble, activateur et répresseur sur ompF. La quantité
d’'OmpC augmente proportionnellement avec 'augmentation de I'osmolarité. En revanche OmpF
sera traduit en condition de faible osmolarité et réprimé en haute osmolarité (Russo et Silhavy 1991).
D'autres RR sont retrouvés dans cette famille : CutR (S. lividans), VirG (A. tumefasciens), PhoP (E. coli,

Salmonella sp).

La famille NarL

NarL est un facteur de transcription pouvant activer ou réprimer les genes impliqués dans le
métabolisme du nitrate et du nitrite. Son mode de fonctionnement est proche de la famille OmpR
avec une fixation sur le facteur sigma 70 (Galinier et al. 1994). NarL peut étre activé par deux
protéines membranaires NarX et NarQ chacune pouvant sentir indépendamment de l'autre la
disponibilité en nitrate dans le milieu et transférer cette information a NarL (Schréder et al. 1994). De
méme, les génes cibles de NarL peuvent aussi étre régulés par le facteur de transcription Fnr (Tyson
et al. 1993 ; Stewart 1993). Le domaine de liaison a I'ADN de NarL est caractérisé par quatre hélices
avec un motif hélice-tour-hélice permettant la reconnaissance des génes cibles et la liaison a I'ADN
(Baikalov et al. 1996). On trouve aussi dans cette famille d'autres régulateurs comme FixJ (R. meliloti)
avec un role dans régulation du métabolisme de I'azote (David et al. 1988), DegU (B. subtilis) avec un

role dans la sporulation et la synthese d'enzymes de dégradation entre autre (Msadek et al. 1990).






La famille NtrC

NtrC est impliqué dans la régulation de I'azote et agit sur I'ADN en se fixant sur la sous unité sigma 54
de I'ARN polymérase ((Kustu et al. 1989). La caractéristique de ce régulateur est qu'il possede trois
domaines. Un domaine N-terminal, un domaine C-terminal (hélice-tour-hélice pour la fixation sur
I'ADN) et un domaine ATPase, activé par phosphorylation, lors du transfert d'un phosphate
provenant du domaine N-terminal ((Kustu, North, et Weiss 1991), (Morett et Segovia 1993), (Osuna,
Soberon, et Morett 1997)). NtrC peut fixer I'ADN sous forme dimérisée ou octamérisée dans |'état
phosphorylé. Cette octamérisation du RR stimule I'hydrolyse de I'ATP libérant ainsi de I'énergie pour
ouvrir le complexe et activer la transcription ((V. Weiss, Claverie-Martin, et Magasanik 1992),

(Wyman et al. 1997), (D. S. Weiss et al. 1991), (Austin et Dixon 1992), (Wedel et Kustu 1995).

Conclusion

Les TCS sont donc essentiels a la survie et au métabolisme des bactéries d'ou leur nécessité d'étre
finement régulés. lls dépendent de leur environnement et des stimuli percus, or dans de nombreux
cas, le stimulus spécifique et le mécanisme expliquant comment I'HK le pergoit sont inconnus. Il y a
néanmoins quelques exceptions comme le TCS PhoP-PhoQ qui a été principalement décrit chez
Salmonella sp.

PhoQ est une protéine kinase transmembranaire de 487 acides aminés qui possede un domaine
extracellulaire capable de sentir son environnement et un domaine kinase intracellulaire qui lui
permet d’interagir avec sa protéine cible PhoP. PhoQ est trouvé sous forme de dimére dans la
membrane interne bactérienne et est composé de deux régions transmembranaires dont une en N-
terminal créant ainsi deux domaines: un domaine senseur périplasmique et un domaine
cytoplasmique contenant le site d’autophosphorylation (Histidine conservée) (Dalebroux et Miller
2014). La fonction de PhoQ dans la cellule est double: (i) il a un role de kinase pour
s’autophosphoryler sur une histidine conservée (H277) et ensuite transférer ce phosphate sur un
aspartate conservé (D52) de PhoP, et (ii) un réle de phosphatase qui lui permet de déphosphoryler
PhoP pour ramener le systéme a un niveau basal de fonctionnement (Sanowar, Martel, et Moual
2003). PhoP est une protéine régulatrice de 222 acides aminés assimilée a la classe des RR de OmpR
et composée de deux domaines : un domaine accepteur de phosphate et un domaine de liaison a
I’ADN (motif hélice-tour-hélice). PhoP peut réguler de fagon positive ou négative environ 3% des
génes de la cellule chez Salmonella. Lors de cette thése, nous avons étudié le TCS PhoP-PhoQ chez la
bactérie P. luminescens afin d’essayer de mieux comprendre son fonctionnement, sa régulation et

son role dans la virulence de la bactérie chez 'insecte.
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Figure 3 : Les différents inducteurs du régulon PhoP décrits : certains sont actifs in vivo (pH acide,
CAMPs), d’autres in vitro (Mg**). Adapté de (Groisman 2001).



II- Le TCS PhoP-PhoQ

PhoP-PhoQ régule de nombreuses activités cellulaires dans de nombreuses espéeces de bactéries
Gram négatives. Bien que PhoP régule I'adaptation aux milieux carencés en Mg*, il tire son nom
« pho» du premier role identifié¢ de ce locus chez S. Typhimurium dans la régulation d’une
phosphatase acide non spécifique (Kier, Weppelman, et Ames 1979). De méme, PhoP ne doit pas
étre confondu avec deux autres TCS, PhoB-PhoR et PhoP-PhoR, impliqués dans la régulation de
I'adaptation aux milieux carencés en phosphate chez E. coli et B. subtilis respectivement (Wanner
1995 ; Hulett 1996). C'est dans la fin des années 1980 que PhoP-PhoQ a été pour la premiere fois
décrit comme ayant un réle dans la virulence chez Salmonella sp., depuis il a été démontré que PhoP
régule également la virulence chez d’autres bactéries Gram négatives comme Yersinia sp (Oyston et
al. 2000), Erwinia (Flego et al. 2000), Photorhabdus luminescens (Derzelle et al. 2004), et Dickeya
dadantii (Costechareyre et al. 2013)

Initialement décrit chez Salmonella, PhoP-PhoQ est un TCS composé d’un senseur membranaire avec
un domaine périplasmique capable de sentir I'environnement et un domaine cytoplasmique
catalytique. Comme évoqué précédemment, PhoQ a une double fonction: kinase et phosphatase.
PhoQ est capable de sentir son environnement de s’autophosphoryler sur une histidine conservée
puis de transférer son phosphate sur son régulateur transcriptionnel PhoP. PhoP phosphorylé a été
décrit comme la forme active de PhoP chez Salmonella (Shin et Groisman 2005), et E. coli (Kato,
Tanabe, et Utsumi 1999). PhoQ peut également spécifiquement déphosphoryler PhoP afin de réguler

la transcription des genes PhoP dépendant.

A- Les inducteurs du systeme

Plusieurs signaux sont capables de spécifiquement réguler le passage de PhoQ de sa forme kinase a
sa forme phosphatase et inversement comme les cations divalents (Ca**, Mn*" et surtout Mg**), le pH

et les concentrations sub-optimales en peptides antimicrobiens (figure 3).







Le cas des cations divalents : I’exemple du Magnésium

Les cations divalents agissent généralement comme messagers secondaires ou co-facteurs. Par
exemple, le Mg* est un stabilisateur de membranes et de ribosomes, et est essentiel pour les
réactions nécessitant de I'ATP (Reinhart 1988). Or chez plusieurs bactéries, le Mg®" a été trouvé
comme étant le messager principal de la cascade de transduction du signal PhoP-PhoQ,
S. Typhimurium (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman 1996), Yersinia (Flamez et al. 2007), Erwinia
(Llama-Palacios et al. 2003), par exemple. PhoP-PhoQ répond a la présence de plusieurs cations dans
I’environnement comme le Mn?**, le Ca** et le Mg2+ (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman 1996). Il a
été démontré chez Salmonella enterica serovar Typhymurium que de faibles concentrations en Mg**
(de I'ordre du micromolaire) permettaient la transcription de genes activés par PhoP alors que de
fortes concentrations en Mg®* (de I'ordre du millimolaire), réprimaient I'expression des génes activés
par PhoP a un niveau comparable a celui retrouvé dans les mutants phoP ou phoQ (Garcia Véscovi,
Soncini, et Groisman 1996 ; Kato, Tanabe, et Utsumi 1999 ; Soncini et al. 1996).

Une hypotheése de la fixation du Mg est que les cations divalents (Ca**, Mg®*) sont capables de se
fixer sur des résidus acides du domaine périplasmique de PhoQ (Salmonella, E. coli (Waldburger et
Sauer 1996)), leurs sites de fixation sont différents et n’interagissent pas I'un avec I'autre (Véscovi et
al. 1997) impliquant que par exemple chez Salmonella, PhoQ ne réponde qu’aux cations divalents
périplasmiques et non pas aux cations intracellulaires. Cependant, le Mg** n’est pas suffisant en soi
et ne permet pas de se substituer a la phosphorylation, puisque la mutation du site de
phosphorylation de PhoP D52 en valine (D52V) chez S. Typhimurium et une induction a bas Mg*', ne
permettent pas une fixation de PhoP sur ses sites PhoP dépendants dans les régions promotrices des
génes (Shin et Groisman 2005). Depuis quelques années, I'exemple du Mg** comme inducteur est
remis en cause. En effet, il ne serait pas un inducteur naturel bien que fonctionnant in vitro. Des
études chez S. Typhimurium ont montré que le Mg n’était pas un inducteur des génes de résistance
et de survie dans les macrophages puisque I'acidification du macrophage entrainerait une
augmentation de la concentration en cations divalents dans les macrophages (Alpuche et al. 1992,
Christensen, Myers, et Swanson 2002). De méme, la concentration en Mg®* dans les macrophages
serait de I'ordre du millimolaire au moment de I'expression des genes PhoPQ dépendant ce qui va a

I’encontre des précédentes études chez Salmonella (Bader et al. 2005).

Le pH acide.
L'induction de certains genes PhoP-dépendant a été corrélée avec I'acidification des compartiments
vacuolaires contenant du Sa/monella. De la, est né I'’hypothése que le pH acide pouvait étre un signal

activateur détecté par PhoP. En effet, les mutants phoP et phoQ de S. Typhimurium présentent une
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Figure 4 : L'activation de PhoQ par les CAMPs et la compétition avec les cations divalents. 1) les
fortes concentrations en cations divalents stabilisent PhoQ dans sa conformation phosphatase. 2) Il y
a une compétition entre les CAMPs et les cations divalents pour la fixation sur le domaine senseur de
PhoQ. 3) les CAMPs agissent comme un levier pour déstructurer la protéine et la faire passer dans sa

conformation kinase. (Bader et al. 2005)



hypersensibilité au pH acide (Bearson, Wilson, et Foster 1998). Cette résistance au pH a également
été montrée chez d’autres bactéries comme étant médiée par PhoPQ : c’est le cas chez E. coli (Eguchi

et al. 2011), Erwinia (Llama-Palacios et al. 2003) et Yersinia ((Flamez et al. 2007) entre autres.

Le cas des concentrations sub-optimales en PAMs.

Les mammiféres possedent deux types de moyens de défense contre I'infection par des pathogenes
étrangers (bactéries, parasites, virus): I'immunité innée et I'immunité acquise. Les insectes, par
exemple, ne possedent qu’une immunité innée en guise de protection. Un des composants
important de I'immunité innée sont les peptides antimicrobiens cationiques qui ont été conservés
dans I’évolution et sont retrouvés depuis les mammiféres, jusque dans les plantes (Hancock et
Diamond 2000, Ganz 2003), chez les insectes ils sont une ligne de défense importante pour résister a
I'infection par les bactéries (Hoffmann et Reichhart 2002) (pour plus de détails voir IlI- introduction
générale).

Les PAMs cationiques (ou CAMPs) les plus répandus sont de petites molécules amphipatiques
basiques retrouvées dans toutes les branches du vivant (plantes, animaux, micro-organismes). Les
peptides antimicrobiens cationiques chargés positivement se fixent sur la surface des bactéries (LPS)
chargée négativement, et créent des pores dans la membrane entrainant une fuite du matériel
cytoplasmique et donc la mort de la bactérie (Nguyen, Haney, et Vogel 2011). Les bactéries
pathogénes ont développé différents mécanismes pour survivre a la présence de PAMs dans leur
environnement. L'exemple le plus commun est la modification de la surface cellulaire dans lequel
PhoPQ joue un role important en régulant différents types de modification du LPS: ajout d’un
aminoarabinose sur le lipide A (pbgPE), palmitoylation du LPS (PagP), hydroxylation (LpxO), et
déacylation du lipide A (PaglL) (Guo et al. 1998 ; Trent et al. 2001 ; John S. Gunn et al. 2000).

Bader et ses collégues ont montré que des concentrations sub-optimales de CAMPs (1ug/ml de
polymyxine B) sont capables de réguler positivement plus de 200 génes chez S. Typhimurium par un
facteur de 3,5 fois dont 16 génes PhoP dépendants et de réguler négativement environ 150 génes
(Bader et al. 2003).

Seul PhoQ et son environnement lipidique sont nécessaires a la reconnaissance de PAMs pouvant
appartenir a différentes classes (alpha hélices et feuillet beta (Tossi, Sandri, et Giangaspero 2000)) et
le mécanisme par lequel PhoQ arrive a sentir les CAMPs a été décrit par Bader et al 2005) chez
S. Typhimurium (figure 4). Il a été démontré que les CAMPs se fixaient directement sur le domaine
périplasmique senseur de PhoQ afin de transmettre un signal d’activation « kinase » au domaine
cytoplasmique (une délétion ou encore des mutations de ce domaine ne permettent plus de réponse

aux CAMPs). Il a également été mis en évidence grace a un systeme in vitro que les cations divalents
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activateurs de PhoQ, comme le Mg*", se fixaient sur les mémes sites que les CAMPs suggérant une
compétition entre cations divalents et CAMPs pour activer ou réprimer PhoQ. De méme, les CAMPs
comme le C18G ou la polymyxine B se fixent sur la surface acide du domaine senseur de PhoQ et
cette fixation est dépendante de la concentration avec une saturation pour des concentrations en
CAMPs de I'ordre du micromolaire. Le modele qu’ils proposent permettant d’expliquer comment
PhoQ est réprimé par les cations divalents et activé par les CAMPs est le suivant.

De par sa présence proche de la surface cellulaire chargée négativement, PhoQ est a une place de
choix pour sentir les CAMPs, surtout qu’il a été montré que de nombreux CAMPs réalisaient des
liaisons électrostatique avec les groupements phosphates (négatifs) du lipide A avant de s’insérer
dans la membrane (Piers et Hancock 1994). L’hypothése est donc que le méme type d’interactions,
qui permet le déplacement du magnésium des groupements phosphates du lipide A, est utilisé par
les CAMPs pour déplacer les cations divalents de PhoQ. La liaison des CAMPs sur PhoQ va alors
entrainer un changement de conformation du dimére de PhoQ qui va se propager a travers la
membrane et avoir pour conséquence le passage de PhoQ de sa forme inactive (phosphatase) a sa
forme active (kinase). En effet, alors que la liaison des cations divalents sur PhoQ assurait une
certaine stabilité de la région senseur, la fixation des CAMPs, au contraire, va entrainer une
distorsion de toute la protéine PhoQ. Les CAMPs se fixant sur le domaine senseur de PhoQ puis sur la
membrane environnante vont agir comme un levier pour exposer la surface acide du domaine
senseur provoquant la distorsion de la protéine et ainsi les cations divalents qui bloquaient PhoQ
dans sa conformation inactive sont relargués. Bien que ce modeéle soit valable pour S. Typhimurium,
on ne peut pas forcement I'appliquer a d’autres modeéles bactériens étant donné la plus faible
conservation des domaines senseurs des différents PhoQ, contrairement au domaine kinase qui
apparait plus conservé (nos travaux page 52-53). Cependant, il ouvre de nouvelles pistes pour
trouver de nouveaux inducteurs de PhoQ chez d’autres modeles. C'est par exemple le cas chez
P. aeruginosa, ol un mutant du gene phoQ devient hyper résistant aux CAMPs, alors qu’un mutant
du géne phoP est sensible aux CAMPs en haut Mg** et résistant en bas Mg** ce qui implique qu’en
conditions haut Mg®* un autre systéme intervient pour phosphoryler PhoP (Gooderham et Hancock

2009).

Les mutants indépendants de I’environnement

Chez S. Typhimurium deux types de mutants ont permis de s’affranchir partiellement ou
complétement de la présence de signaux environnementaux pour activer I'expression des génes
PhoP-dépendants. D’une part, il y a 'alléle phoQ (pho24 ou PhoP®) qui code pour une protéine avec

une seule substitution d’amino-acide dans le domaine périplasmique : T48l (Gunn, Hohmann, et
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Figure 5: Séquence des régions promotrice de phoP chez 3 entérobactéries modeéles. En encadré
sont représenté les sites -10 et -35 pour la fixation de I’ARN polymérase. Pi signifie promoteur
inductible (Mg®"). Pc : promoteur constitutif permet d’avoir un niveau de base de transcription de
phoP. SD : séquence shine dalgarno pour la traduction de 'ARNm en protéine. Les fléches
représentent les PhoP box identifiées. (Derzelle et al. 2004)



Miller 1996). Bien que cet alléle réponde toujours au Mg®* (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman
1996), il est aussi atténué en virulence qu'un mutant phoQ (Miller et Mekalanos 1990) ce qui montre
la nécessité d’une régulation fine des geénes PhoPQ dépendants. D’autre part il existe un allele phoP
désigné PhoP* avec une substitution d’un acide aminé en partie N-terminale. Cette substitution
permet la transcription des génes PhoP-dépendants indépendamment de la kinase PhoQ. En effet,

PhoP* va s’autophosphoryler a partir de I’ACP in vivo (Chamnongpol et Groisman 2000).

La nécessité d’une régulation fine des genes PhoP dépendant est une thématique récurrente dans
I’étude du régulon PhoP. Par exemple, un controle temporel de I'expression de PhoP a été mis en

évidence chez S. Typhimurium (Park et Groisman 2013).

B- La régulation de PhoP-PhoQ

Régulation temporelle et boucle de rétroaction positive.

Chez S. Typhimurium, la régulation temporelle ainsi que les boucles de rétroaction ont été tres
étudié depuis une dizaine d'années. Par exemple Shin et coll. (Shin et al. 2006) ont montré que
I'activation du systéme PhoPQ entraine une augmentation du niveau d'ARNm des génes PhoP-
dépendants et (i) que cette induction était indépendante du géne étudié ainsi que du signal
environnemental (Mg®*, PAMs), (ii) que cette augmentation de I'activité du systéme PhoPQ était due
a une boucle de rétroaction positive : PhoP-Phosphorylé (ou PhoP-P) active sa propre transcription
de l'opéron phoPQ (Soncini, Vescovi, et Groisman 1995). Chez Salmonella et E.coli, phoPQ est un
opéron bicistronique transcrit a partir de deux promoteurs : un promoteur constitutif Pc qui permet
un niveau basal de transcription de I'opéron phoPQ pour la détection du signal, et un promoteur
inductible Pi répondant au bas Mg2+ (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman 1996 ; Kato, Tanabe, et
Utsumi 1999) (figure 5). En réponse aux stimuli, la quantité de PhoP-P augmente tres rapidement
(dizaine de minutes) puis diminue pour atteindre un état stable (environ 20-25% du pic). Il a
également été montré que cette nette augmentation de l'activité dépendant d'une boucle d'auto-
régulation était nécessaire pour la virulence de la bactérie dans le modele souris. En effet, la capacité
de la bactérie a créer une infection létale nécessite qu'elle puisse induire I'expression rapide des
génes activés par PhoP et/ou une inhibition rapide des génes réprimés par PhoP. La régulation de
I'expression du TCS PhoPQ nécessite donc une augmentation rapide et bréve dans le temps.

Récemment il a été montré que le retour de I'activation a un niveau basal était lié a une boucle de

rétroaction négative au niveau de la protéine PhoQ régulant I'équilibre entre ses deux fonctions :
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du régulon PhoPQ. De petits ARN (MicA, MgrR) et de petits peptides (SafA, MgrB et SlyB) peuvent
réguler la transcription et la traduction de PhoP. D’aprés Needham et Trent 2013 avec modifications.



phosphatase et kinase (Yeo et al. 2012). Le domaine cytoplasmique de PhoQ est séparé en deux sous
domaines, le sous-domaine DHp responsable de la dimérisation de la protéine, contenant I'histidine
conservée et le sous- domaine catalytique contenant le NBP (nucleotides binding pocket) recouvert
d'une boucle ou couvercle (Gao et Stock 2009). L'ATP et I'ADP peuvent tous les deux se fixer au
niveau du NBP et jouer sur l'activité kinase et phosphatase respectivement. L'hypothése est la
suivante, I'ATP se fixe au niveau du NBP et est hydrolysé en ADP + Pi (phosphate inorganique) et c'est
ce Pi qui permet I'autophosphorylation de PhoQ puis est transféré sur I'aspartate conservé de PhoP
pour activer la transcription des génes PhoP-dépendant. L'ADP pouvant aussi se fixer au niveau de la
NBP il y a une compétition entre ADP et ATP pour ce site. Le niveau de phosphorylation diminuant
tres vite aprés fixation de I'ATP, Yeo et ses collegues suggerent que la boucle servant de couvercle au
NBP, piegent I'ADP dans la NBP inhibant ainsi l'activité autokinase de PhoQ et faisant basculer
I'équilibre vers I'activité phosphatase. Cette boucle de régulation négative (courte activité autokinase
et longue activité phosphatase) permet de diminuer et de controler le niveau de PhoP phosphorylé
afin d'éviter un emballement du systeme et de maintenir possible la rapide augmentation de la

transcription des génes nécessaires a l'activation.

La régulation post transcriptionnelle/traductionnelle de PhoP

S. Typhimurium exprime environ 140 petits ARN régulateurs (SRNA) en début de phase stationnaire,
plus de la moitié apparaissent étre unique chez Salmonella et moins de 20% sont commun a toutes
les Enterobacteriaceae (Kroger et al. 2012). Certains de ces sRNA ont un rdle dans la régulation de
PhoP (figure 6) et indirectement influencent la résistance aux peptides antimicrobiens chez
Salmonella ((Kroger et al. 2012), E. coli (Moon et Gottesman 2009) et Yersinia (Nuss et al. 2014). Par
exemple chez E. coli, deux types de sRNA sont liés a I'expression de PhoP (i) le sSRNA MicA se fixe sur
I’ARN de PhoP et inhibe sa traduction par compétition avec le ribosome pour une fixation sur le RBS
(ribosome binding site) (Coornaert et al. 2010), (ii) MgrR régule les modifications du LPS, en effet, il
est transcrit par PhoP puis il va pouvoir réguler I'expression de nombreux genes dont eptB (gene
impliqgué dans l'ajout de phosphoéthanolamine sur le LPS) qu’il régule négativement (Moon et
Gottesman 2009 ; Raetz et al. 2007). Des homologues de MgrR sont retrouvés chez Klebsiella,

enterobacter et Citrobacter (Moon et Gottesman 2009).

De petits peptides transmembranaires sont également capables de réguler I'activité de PhoP (figure
6). lls peuvent avoir un réle activateur ou au contraire inhibiteur de I’activité du régulon PhoPQ.
Par exemple, SafA (sensor associating factor A), chez E. coli, est un petit peptide dont la région

transmembranaire est capable d’interagir avec la région transmembranaire de PhoQ (Eguchi et al.
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2012). Comme décrit précédemment de fortes concentrations en Mg?* sont capable d’inhiber
I'activité kinase de PhoQ pour le garder dans sa conformation phosphatase. Pourtant SafA est
capable d’activer PhoQ méme en présence de fortes concentrations en Mg®* (Eguchi et al. 2012).
MgrB peut également agir avec le domaine périplasmique de PhoQ et inhiber son activité kinase
(contrairement a SafA) et/ou activer sa fonction phosphatase. Des homologues de MgrB sont
retrouvés chez S. Typhimurium et Y. pestis (Lippa et Goulian 2009). YneN (ou B1500) membre du
régulon EvgS/EvgA agit comme connecteur entre ce systéme a deux composantes et PhoPQ en
stimulant l'activité kinase de PhoQ chez E. coli (Eguchi et al. 2007). Enfin, SlyB est capable de
réprimer I'activité de PhoPQ chez S. Typhimurium ((Perez et al. 2009). Tous ces exemples confirment

que l'activité de PhoPQ nécessite une régulation fine et complexe.

C- Le régulon PhoPQ

PhoPQ est un régulateur majeur dans de nombreuses bactéries. De nombreux genes PhoP-
dépendants ont été identifiés a ce jour, certains impliqués dans la virulence (pbgPE par exemple). Les
génes PhoP dépendants peuvent étre classés selon plusieurs critéres, entre autre : en fonction de
leur distribution phylogénétique, du moment d'expression aprés induction et de la nécessité ou non
d'avoir besoin d'un intermédiaire pour leur activation. Cependant le classement le plus commun est

la différence entre les genes directement activés par PhoP et indirectement activés par PhoP.

Les génes PhoP dépendants a activation directe, architecture et régions

promotrices

L'étude des régions promotrices des génes PhoP dépendant ont permis I'identification d’une PhoP
box chez Salmonella (Soncini, Vescovi, et Groisman 1995), E. coli (Kato, Tanabe, et Utsumi 1999 ;
Yamamoto et al. 2002) et Y. pestis entre autre (Li et al. 2008). 1l s'agit d'un motif hexameérique répété
(T/G)GTTTA -5 pb- (T/G)GTTTA (figure 5). Ce motif est généralement trouvé 11-13 pb en amont du
site -10 de I'ARN polymérase soit a la position normalement occupée par la région -35. Cependant, il
est possible que la/les PhoP box se situe(nt) plus en amont que la région -35, ou encore dans
plusieurs orientations possible. Le role de la deuxieme PhoP box dépendra surtout de sa localisation,
elle pourra avoir un réle activateur de la transcription, inhibiteur de la transcription ou encore servira
pour surmonter une inhibition de la transcription médiée par les protéines histones like ou H-NS

(Zwir et al. 2012 ; Perez, Latifi, et Groisman 2008 ; Kong, Weatherspoon, et Shi 2008).
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Une étude tres récente réalisée chez S. Typhimurium a notamment permis d'établir différentes
classes de promoteurs PhoP dépendants (classe | a classe V) (Zwir et al. 2012). Les promoteurs de
classe | ont une seule PhoP box 12 pb en amont de la région -10 en orientation directe (ex: mgtA,
phoP, pmrD), la classe Il regroupe les promoteurs avec deux PhoP box, une en orientation directe
avec une localisation et un phasage analogue a ceux de classe | et une deuxieme PhoP box en amont
de la premiére (ex: virk, mig-14). Les promoteurs de classe lll ont une PhoP box localisée 21-23 nt en
amont du site -10 dans |'orientation directe (ex: ompX), ceux de classe IV ont deux PhoP box, une en
orientation directe avec une localisation et un phasage analogue a ceux de classe Il et une deuxieme
PhoP box en amont ou en aval de ce site (ex : pagP, pagD). Enfin, les promoteurs de classe V
possedent deux PhoP box une en orientation «reverse» localisée 30, 37, 49, 48, 47 ou 58 nt en amont
du site -10, la deuxieme PhoP box soit recouvre le -10, soit se trouve en aval du site d'initiation de la
transcription (ex : pagC, mgtC, ugtL). Les architectures des promoteurs décrites sont a mettre en
corrélation avec le caractere ancestral ou acquis des genes correspondant, plus qu'avec la fonction
de chaque gene. En général ces architectures corrélent aussi (sauf pour mgtA, pmrD et yrbl) avec la
force du promoteur.

PhoP-P ayant un rdle de régulateur, il doit donc pouvoir reconnaitre une large gamme de promoteur
et d'architectures différentes. Il a été montré que PhoP-P avait des profils de fixation différents selon
le type de promoteur sur lequel il se fixe. La plupart des régulateurs transcriptionnels activent la
transcription en interagissant soit avec la sous unité alpha-CTD, soit avec la sous-unité sigma 70 de
I'ARN polymérase (Hochschild et Dove 1998 ; Yamamoto et al. 2002). Ainsi, lorsque la PhoP box ne
chevauche pas la région -35, PhoP-P va interagir avec la sous unité alpha-CTD de I'ARN polymérase.
En revanche, lorsque la PhoP box chevauche completement la région -35, c'est via une interaction
avec la sous-unité sigma 70 que PhoP-P va activer la transcription des génes PhoP-dépendants. Ce
comportement (choix de sous-unités différentes de '’ARN polymérase) est retrouvé chez d'autres
protéines régulatrices comme PhoB et VanR (Blanco et al. 2002 ; Depardieu, Courvalin, et Kolb 2005).
Dans les cas des promoteurs avec plusieurs PhoP box, PhoP-P peut fixer plusieurs sous-unité de I'ARN
polymérase ce qui dénote de la variété des types d'interactions du régulateur transcriptionnel avec
ses régions promotrices cibles. Enfin, dans certains cas, PhoP peut activer la transcription de certains
génes de maniere indépendante de I'ARN polymérase (pas d’interactions entre PhoP et I’ARN
polymérase) comme dans le cas d'ugd (Mouslim et Groisman 2003).

Certaines des architectures décrites précédemment sont retrouvées chez d'autres bactéries, par
exemple le géne mgtC de Y. pestis présente une architecture de promoteur retrouvée chez
S. Typhimurium alors que ugtL chez Salmonella présente une architecture qui n'est retrouvée pour
aucun des génes du régulon PhoP de Yersinia (Perez, Latifi, et Groisman 2008 ; Perez et Groisman

2009).
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Figure 7 : Un exemple de régulation de génes PhoP-dépendant de maniére indirecte : Les modeéles
« boolean AND/OR gate ». A : Le modéle « boolean AND gate » I'exemple du systéme a deux
composantes SpiR/SsrB (Kato, Groisman, et Howard Hughes Medical Institute 2008). B : Schéma
représentant la régulation de SpiR/SsrB par EnvZ/OmpR (Cameron et Dorman 2012).



Les genes PhoP-dépendant a activation indirecte: les connecteurs du systéme

Il existe plusieurs connecteurs décrits dans le régulon PhoP comme les protéines PmrD (E. coli, S.
Typhimurium, Shigella), SlyA, les systéemes a deux composantes PmrAB (Salmonella, E. coli), RcsB. A
partir de quelques exemples je vais essayer d'introduire des types de régulation PhoP-dependant

médiés par des connecteurs pour la transcription de génes indirectement régulé par PhoP.

(i)- Modéle « Boolean AND gate ».

Ce modele met en exergue la nécessité d’avoir tous les signaux au plus fort (« input ») pour avoir le
plus haut niveau de réponse (« output »). Dans le cas de PhoPQ, il se traduit a travers I'exemple du
TCS SsrB/SpiR (figure 7A).

PhoP-P peut activer la transcription des génes ssrB (RR) et spiR (HK) codant pour un autre systéme a
deux composantes essentiel a la production du systéme de sécrétion de type Il Spi/SsA régulant la
survie de Salmonella dans les cellules phagocytaires (Ochman et al. 1996). En parallele de cette
activation, PhoP-P peut activer la transcription d'une troisieme protéine non identifiée (Z sur le
schéma) qui va permettre également I'expression de SpiR. En réponse a un stimulus extérieur SpiR va
phosphoryler SsrB qui va activer la transcription de spiC son géne cible (Bijlsma et Groisman 2005).
On parle de modele « Boolean AND gate » car il y a nécessité de deux signaux concomitants pour

transcrire le géne spiC: le Mg** pour PhoPQ et un signal indéterminé pour SsrB/SpiR.

(ii)- Modele « Boolean OR gate ».

Ce modele désigne un circuit dans lequel au moins un des signaux doit étre fort pour obtenir une
réponse forte. La encore ce type de régulation peut étre représenté chez PhoP (figure 7B).

SsrB/SpiR est régulé par PhoP (voir ci-dessus) mais est aussi régulé par un autre systéme a deux
composante : EnvZ/OmpR. Alors que PhoP contrdle I'expression de SsrB a un niveau transcriptionnel
et post transcriptionnel, OmpR ne régule que l'initiation de la transcription de SsrB et SpiR a partir de
promoteurs séparés (Bijlsma et Groisman 2005). L'hypothése pour expliquer cette double régulation
est que la régulation par PhoPQ d'une part et par EnvZ/OmpR d'autre part permettrait de générer
différentes quantités de SsrB phosphorylé impliquant donc une expression, et une fixation sur des
promoteurs différents dans les macrophages (Bijlsma et Groisman 2005 ; Lee, Detweiler, et Falkow
2000). Ainsi l'expression de spiR est dépendante de OmpR dans les deux heures suivant
I'internalisation de la bactérie, alors que 6 heures apres l'internalisation, I'expression dépendante de

PhoP qui est requise (Lee, Detweiler, et Falkow 2000 ; Feng, Oropeza, et Kenney 2003). Ceci est donc
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un schéma « Boolean OR gate » puisque selon la situation la bactérie va réguler I'expression de ses

génes cible via I'un ou I'autre des systemes a deux composantes.

(iii)- Le cas de SIyA

De récentes études ont montré que de petites protéines, aussi appelées connecteurs, sont capables
de lier les systémes a deux composantes et de modifier leur activité a un niveau post traductionnel
(Tu et al. 2006 ; Kox, Wosten, et Groisman 2000 ; Kato et Groisman 2004 ; Bougdour, Wickner, et
Gottesman 2006).

SlyA est une protéine de liaison a I'ADN régulant I'expression de génes cibles comme ugtL (Shi et al.
2004) et pagC ((Nishio et al. 2005) de maniére PhoP-dépendante. Elle est également retrouvée chez
Yersinia (Ellison, Lawrenz, et Miller 2004). Les génes ugtL et slyA sont tous les deux des génes PhoP-
dépendant mais pour pouvoir transcrire ugtL, PhoP et SlyA doivent conjointement se fixer sur la
région promotrice d'ugtL. I'hypothese a été faite que les deux protéines sont requises pour pouvoir
surmonter la répression induite par I'histone-like protéine H-NS (Shi et al. 2004 ; Navarre et al. 2005)
alors que seul SlyA permettrait d’avoir un role anti-répresseur de H-NS dans le cas de pagC (Navarre

et al. 2005).

(iv)- Le cas de PmrD/PmrAB

Un des exemples les plus documenté est le connecteur PmrD (figure 8). Il est également retrouvé
chez d'autres bactéries comme E. coli (YneN) (Eguchi et al. 2007). PmrD permet de transférer
I"activation de PhoP a un deuxieme systéme a deux composantes PmrAB décrit comme ayant un réle
dans la régulation des génes responsables de la modification du LPS : pbgPE. PmrAB est un systéme a
deux composantes composé d’une histidine kinase PmrB et d’un régulateur transcriptionnel PmrA.
PmrB se trouve dans le périplasme et est capable de sentir I'environnement il est d’ailleurs activé par
le Fe** chez Salmonella et Yersinia pour revue voir (Flamez et al. 2007). PmrB posséde une double
fonction de phosphatase et kinase, il peut donc phosphoryler et déphosphoryler PmrA. Lorsqu’il est
transcrit par PhoP, PmrD va se fixer sur la forme phosphorylée de PmrA et empéche sa
déphosphorylation par PmrB stimulant la transcription des genes PmrA-activés et inhibant la
transcription des genes PmrA-réprimés. Le connecteur PmrD est donc essentiel a la connexion des
deux systemes a deux composantes PhoPQ et PmrAB. Comme montré précédemment, PhoP
nécessite une régulation fine afin d’éviter tout emballement du systéme ainsi, lorsque les signaux bas

Mg et Fe** sont présents en méme temps, PmrA peut se fixer sur le promoteur de pmrD pour en
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réprimer I'expression afin d’éviter une trop grande accumulation de PmrA-P et ainsi une modification

du LPS aberrante voire couteuse énergétiquement pour la bactérie (Kato, Latifi, et Groisman 2003).

Ill- Les peptides antimicrobiens

Dans les environnements complexes, les organismes multicellulaires sont confrontés a I'infection par
des micro-organismes étrangers du type bactéries, champignons et virus. Pour se défendre tous les
organismes ont développé un systeme immunitaire plus ou moins complexe. Une des composantes
de I'immunité est cependant conservée chez tous les organismes multicellulaires depuis les plantes
jusqu’a 'Homme, il s’agit de I'immunité innée. Seuls les mammiféres ont pu acquérir au cours de
I’évolution une immunité acquise (avec une mémoire cellulaire). L'immunité innée des insectes
présente deux types de réponses a 'infection (figure 9) : (i) une réponse cellulaire caractérisée entre
autre par des mécanismes tels que la phagocytose, la nodulation, et I'encapsulement cellulaire (ii)
une immunité humorale caractérisée par la coagulation et la production de phénol-oxydase et de
peptides antimicrobiens (ou PAMs) (Hoffmann et Reichhart 2002).

Avec plus d’'un million d’espéces caractérisées et plus de 30 millions d’especes estimées, 32 ordres et
plus de 600 familles a travers le monde, les insectes représentent la majorité des animaux connus
actuellement. lls sont caractérisés par un cycle de vie court comparé aux vertébrés, une capacité a
coloniser de nouvelles niches et de se nourrir sur presque toutes les especes de plantes ou animales
et enfin par la possibilité de mettre en place une réponse immunitaire nocive (Bulet et Stocklin
2005). Depuis plusieurs dizaines d’années la recherche de nouveaux antibiotiques a mené a étudier
de plus en plus les PAMs dérivés des réactions immunitaires de I'insecte. A ce jour, plus de 200 PAMs
ont été identifiés chez les insectes et sont classés en 5 groupes principaux basés sur leur séquence en
acides aminés et leurs activités antimicrobiennes: les cécropines, les défensines d’insectes, les
peptides riches en proline, les peptides riches en glycine et les lysozymes. Cependant, on les retrouve
plus généralement classés en 3 groupes : les peptides a hélices alpha linéaires sans résidus cystéines
(ex : cécropines), les peptides a motifs alpha-béta stabilisés par une composition riche en cystéines

(ex: les défensines), et enfin, les peptides dans lesquels la proline et/ou la glycine sont
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surreprésentés (ex : drosocines) (Hwang et al. 2009). Chez les insectes holométaboles (Iépidopteres)
c'est-a-dire ayant une métamorphose compléte de la larve, ils sont produits transitoirement par les
épithelia et massivement par le corps gras atteignant parfois plusieurs mg/L, dans I’"hémolymphe,
apres infection. En revanche chez les insectes hétérométaboles (orthopteéres), c'est-a-dire que la
larve ressemble a I'adulte (pas de stade nymphal), ils sont produits par les hémocytes des insectes
sains et ne sont relargués dans I’'hémolymphe que dans le cas d’une infection (Bulet et Stécklin
2005).

Chez les insectes, on ne trouve que des PAMs cationiques (décrits dans la littérature), cependant il
existe des PAMs anioniques comme la dermicidine retrouvée dans la sueur des Hommes (Schittek et

al. 2001).

A- RoOle et caractérisation des PAMs

Les PAMs a motif hélice alpha

Les PAMs linéaires a motifs hélice alpha totalisent plus de 60 séquences décrites de type cécropine
ou cécropine-like (figure 10A). lls posseédent entre 29 et 42 acides aminés, sont linéaires et dépourvus
de cystéine. La cécropine isolée de Hyalophora cecropia fut la premiere identifiée ce qui fait des
cécropines une des familles les plus caractérisées (Steiner et al. 1981). Alors que les cécropines de
dipteres sont conservées allant de 80% a 100% d’identité selon le type de cécropine, les cécropines
de Iépidopteéres présentent plus de variations dans leur structure primaire (Hetru, Hoffmann, et
Hancock 2002 ; Duvic et al. 2012). La plupart des cécropines présentent un résidu tryptophane en
position 1 ou 2 mais aucun n’a été trouvé chez Aedes albopictus (Sun, Eccleston, et Fallon 1998 ;
(Sun, Eccleston, et Fallon 1999) or il a été montré que I'absence de tryptophane chez les Aedes était
corrélé avec une meilleure efficacité de leur cécropine contre les bactéries Gram positives et les
levures comparé a la cécropine A de drosophile (Vizioli et al. 2000). Cependant les PAMs a motif
hélice alpha sont généralement plus actifs contre les bactéries que contre les champignons et plus

particulierement contre les bactéries Gram négatives (Bulet et Stocklin 2005).

Les PAMs a motifs alpha-béta stabilisés par une composition riche en cystéines

On retrouve dans ce groupe principalement des peptides de faible masse moléculaire (2-5 kDa) et
contenant des cystéines comme les défensines (figure 10C). Les défensines ont été retrouvées dans
tous les insectes étudiés a ce jour que ce soit la gallérymicine de Galleria mellonella, ou la

drosomycine de Drosophila melanogaster. Elles sont composées d’une boucle, d’une hélice alpha
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Figure 11 : Les différents modes d’action des CAMPs. Les CAMPs se fixent a la membrane bactérienne
principalement par des interactions électrostatiques puis peuvent former différentes structures A :
les pores thoroidaux. B : le modéle Tapis. C : le modele des pores transmembranaires. D : Les
agrégats de canaux. (Li et al. 2012)



stabilisée par deux ponts disulphures et d’un feuillet béta. Certaines sont actives contre les
champignons filamenteux comme la drosomycine, I’'héliomycine ou la galerymicine mais la plupart

sont actives contre les bactéries Gram positives (Bulet et Stocklin 2005).

Les PAMs dans lesquels la proline et/ou la glycine sont surreprésentés

Il s’agit de la famille la plus hétérogene, elle est composée de peptides linéaires de 14-39 acides
aminés classés en deux familles : les peptides a courte chaine (<20 aa) et les peptides a longue chaine
(>20 aa) (figure 10B). La proline y représente souvent plus de 25% des acides aminés totaux. La
drosocine fut le premier PAM naturel O-glycosylé identifié chez la drosophile. Alors que les peptides
a courte chaine ont une forte activité contre les bactéries Gram négatives appartenant a la famille
des Enterobacteriacae uniquement (Otvos 2002), les peptides a longue chaine sont actifs contre les
bactéries a Gram positif et négatif. Seul la metchnikowine est active contre les champignons

filamenteux (Bulet et al. 1999).

Les PAMs sont donc de petits peptides hydrophobes (12-50 aa) avec une charge positive au minimum
de +2 et un mode d’action large (bactéries, champignons). Leur charge positive est un avantage pour
se fixer sur les membranes bactériennes qui sont chargées négativement. Ici ne seront discuté
principalement que du mode d’action des PAMs cationique (CAMPs) sur les bactéries Gram négatives

ainsi que des moyens de défense mis en place par ces derniéres pour résister aux CAMPs.

B- Mode d’action des CAMPs

Les CAMPs ciblent principalement les membranes cytoplasmiques des bactéries. Grace a leur charge
positive, ils peuvent se fixer sur la membrane grace a des interactions électrostatiques. Le peptide
s’'insére ensuite dans la membrane cytoplasmique pour désorganiser la bicouche lipidique créant
ainsi des pores transitoires (certains PAMs peuvent alors atteindre leur cible intracellulaires) ou une
rupture dans la membrane bactérienne entrainant une fuite du matériel cytoplasmique. Les modes
d’actions des CAMPs sont classés en quatre catégories : le modele des pores transmembranaires, le
modele du tapis, le modeéle des pores thoroidaux et enfin le modéle agrégat de canaux (Brogden
2005 ; Li et al. 2012) (figure 11).

1. Les pores thoroidaux: les CAMPs se fixent sur les membranes bactériennes (interactions

électrostatiques), leurs domaines hydrophobes s’enfouissent alors dans la bicouche lipidique
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en déplacant les tétes des phospholipides membranaires et les courbant de sorte qu’ils se
retrouvent paralléle a la surface bactérienne, le pore est donc composé a la fois de CAMPs et
de phospholipides (Mihajlovic et Lazaridis 2010 ; Li et al. 2012). La magainin-2 forme ce type
de pore (Kim et al. 2009).

Le modeéle Tapis: dans ce cas les CAMPs agissent comme des détergents, les peptides
s'accumulent a la surface bactérienne entrainant des contraintes dans la fluidité
membranaire. Lorsqu’une valeur seuil de concentration est dépassée, il y a formation de
patchs membranaires dans lequel les lipides forment des agrégats thoroidaux stabilisés par
les peptides amphipathiques (Jean-Frangois et al. 2008). La magainine-2 amide et la
cathelicidine dérivée humain du LL-37, les défensines et les cécropines sont capable de
réaliser ce type d’action tres efficace sur les bactéries Gram négatives (Brogden 2005 ; Li et
al. 2012).

Le modele des pores transmembranaires : les CAMPs s’agregent au niveau de la membrane
plasmique et s’insérent dans la bicouche lipidique de sorte que les résidus hydrophiles sont
du c6té de la lumiere du pore et que les résidus hydrophobes sont en interaction avec le core
des lipides. Ce mécanisme est retrouvé chez les PAMs a hélices alpha.

Les agrégats de canaux : décrit récemment, ce mécanisme implique une compétition avec les
cations divalents liés au LPS (Mg** et Ca®*) déstabilisant ainsi I’lassemblage supramoléculaire
et permettant aux peptides un accés aux membranes extra et intra cellulaire. La
Maculatin 1.1 isolée d’une grenouille australienne posséde ce type d’action (Bond et al.

2008).

C- La résistance aux CAMPs

Les bactéries possédent tout un arsenal pour se protéger de l'action des CAMPs allant de sa

dégradation ou son piégeage a I'extérieur de la cellule en passant par une modification de la surface

cellulaire régulée au niveau transcriptionnel et post traductionnel.

La dégradation extracellulaire des CAMPs

Certains pathogeénes sont capables de produire des molécules extracellulaires ayant pour fonction de

fixer et piéger les CAMPs. Par exemple, la protéine Staphylokinase de S. aureus forme des complexes

avec les alpha-défensines réduisant de 80% leur activité antimicrobienne (Jin et al. 2004). De méme,

I'inhibiteur du complément de Streptococcus isolé de S. pyogenes permettant une résistance au LL-37
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agit en fixant et en inactivant le CAMP (Frick et al. 2003). Une alternative pour résister aux CAMPs est
de détruire le CAMP avant qu'il ne puisse se fixer sur I'enveloppe bactérienne. Pour cela certaines
bactéries produisent des protéases qui vont cliver les CAMPs comme |'aureolysine et la protéase V8
de S. aureus (Sieprawska-Lupa et al. 2004) ou |'élastase de Pseudomonas aeruginosa (Schmidtchen et
al. 2002). Chez Photorhabdus, on retrouve également une métalloprotéase PrtA capable de dégrader
les cécropines A et B commerciales et inhiber I'activité antibactérienne de l'insecte lorsqu'elle est
injectée dans des |épidopteres (pour revue voir (Nielsen-LeRoux et al. 2012)). Parfois, ces protéases
sont associées a l'enveloppe bactérienne avec un ancrage dans le peptidoglycane ou dans la
membrane externe comme la protéase PgtE de S. enterica ou OmpT chez E. coli (Guina et al. 2000 ;

Hui et al. 2010).

Le piégeage extracellulaire des CAMPs

Les bactéries du Groupe A des Streptocoques (GAS) produisent la protéine M fixée a la surface
bactérienne par sa partie C-terminale, le reste de la protéine adoptant une structure dimérique
« coiled-coil » formant la couche de protéines fimbriales a la surface bactérienne. Les bactéries
produisant le sérotype M1 de la protéine présentent des niveaux de résistance au LL-37 qui sont
supérieurs a ceux observés chez les souches moins virulentes (Nizet 2006). De méme, la protéine de
surface PspA (Pneumococcal surface protein) produite par S. pneumoniae peut lier I'apolactoferrine
et empécher son activité bactéricide (Shaper et al. 2004).

Une des protéines bactérienne sécrétée efficace contre les peptides antimicrobiens est la protéine SK
de S. aureus. Elle se lie directement aux alpha-défensines produites par les neutrophiles apres
I'infection et inhibe leur activité bactéricide. Les souches de S. aureus ne produisant pas de protéine
SK sont sensibles a I'action des alpha-défensines, mais I'ajout de SK purifiée leur permet de résister
(Jin et al. 2004). Une autre protéine d’intérét est la protéine SIC (Streptoccocal inhibitor of
complement) produite par les Streptocoques du Groupe A (GAS). Bien que cette protéine soit
absente de la majorité des souches GAS non invasives, lorsqu’elle est produite elle est capable de lier
les CAMPs LL-37 et alpha défensines afin d’inhiber leur activité bactéricide (Frick et al. 2003).

Enfin, une stratégie développée par les bactéries pour piéger les CAMPs est d’utiliser les molécules
(proteoglycan) de I’'h6te comme molécule active. En effet, E. faecalis et P. aeruginosa (du groupe A
des Streptocoques) sont capables de sécréter des protéases qui vont dégrader le protéoglycan
tapissant les cellules épithéliales de I'h6te (comme la decorine), cette dégradation entraine la
production de dermatan sulfate qui est capable de fixer et d’inactiver les alpha défensines humaines

(Schmidtchen, Frick, et Bjorck 2001). La protéine LasA de P. aeruginosa est également capable
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Figure 12 : Le systéme AcrAB/TolC. AcrAB forment un méme opéron dans lequel TolC n’est pas inclus.
AcrB est une protéine de transport dans la membrane cytoplasmique, AcrA est une protéine de
fusion membranaire du périplasme formant un canal entre les deux membranes. TolC est une
protéine de membrane externe de type porine expulsant la drogue (Alvarez-Ortega, Olivares, et
Martinez 2013).



d’inhiber I'action de CAMPs en dégradant les heparan sulfate proteoglycan syndecan-1 présent a la
surface de nombreuses cellules (Park et al. 2000).

Chez les bactéries Gram positives, on retrouve aussi un autre type de piégeage extracellulaire des
PAMs cationiques et anioniques grace a la synthese de capsules polysaccharidiques. Par exemple,
S. epidermidis est capable de synthétiser des exopolymeres cationiques polysaccharide intercellulaire
adhésine (PIA) et des acides poly-gamma-glutamic anioniques (PGA), les deux étant capables de
séquestrer les CAMPs a distance de leur cible : la membrane bactérienne. Ces exopolymeres sont
notamment impliqués dans la résistance au LL-37 et a la dermicidin (Vuong et al. 2004 ; Koprivnjak et

al. 2002).

Les Pompes a efflux

Les systémes bactériens d’efflux actif par des pompes membranaires sont reconnus comme un
mécanisme de résistance aux antibiotiques important. Localisées sur le chromosome ou acquises par
les bactéries, elles peuvent étre activées par des signaux environnementaux ou par des mutations
dans un géne régulateur. Il existe deux types de pompes a efflux: celles dépendant de la force
proton motrice et celle dépendant de I'hydrolyse de I’ATP. Elles peuvent présenter une spécificité
pour un substrat ou au contraire en accepter une large gamme. Elles sont utilisées par les bactéries
pour résister a tout substrat qui pourrait leur étre délétére comme les métaux lourds, les sels
biliaires, les pesticides, les antibiotiques etc... (pour revue voir (Levy 2002)).

L'efflux pour la résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries est principalement d0 a une
association entre I'imperméabilité de la membrane externe et I'expression des systémes d’efflux
avec un type de pompe particulier les pompes RND (Resistance-Nodulation cell Division) (Nikaido et
Takatsuka 2009). Par exemple chez E. coli on retrouve le systeme d’efflux AcrAB-TolC qui est le plus
caractérisé (figure 12). AcrB est une protéine de transport situé au niveau de la membrane
plasmique, AcrA est une protéine de fusion membranaire située dans le périplasme et assurant le
role de canal entre les deux membranes et enfin TolC est une protéine de type porine expulsant les
protéines depuis la membrane externe (Borges-Walmsley, McKeegan, et Walmsley 2003). Chez E. coli
et chez Salmonella ce type de pompe est associé a la résistance aux métaux (Cuivre, Zinc, indole)
(Nishino, Nikaido, et Yamaguchi 2007) et a la résistance aux composés toxiques comme le SDS, les
sels biliaires et la novobiocine (Baranova et Nikaido 2002 ; Nagakubo et al. 2002) ce qui en fait des
pompes a efflux a large spectre.

En ce qui concerne la résistance aux CAMPs les pompes de type RND, MFS (Major facilitator family
(Zgurskaya 2002)) et quelques transporteurs dépendant de I’ATP sont utilisés par les bactéries (Levy

2002). Le role des pompes a efflux est important dans la résistance aux CAMPs car elles pourraient
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expliquer la résistance intrinséque de certains pathogénes humains a I'action des CAMPs (Nizet
2006). Un des exemples est le cas de Neisseiria gonorrhoeae. |l a été montré que la résistance de
cette bactérie a plusieurs CAMPs était di au systeme d’efflux MtrCDE, qui, lorsque les genes sont
exprimés, permettent la résistance au LL-37 et a la protégrine-1 (Shafer et al. 1998). Chez S. enterica
un mutant défectif du locus sap signifiant «sensitive to antimicrobial peptides» et analogue au
systeme d’efflux lié au potassium chez E. coli et retrouvé chez Erwinia chrysanthemi (Lépez-Solanilla,
Garcia-Olmedo, et Rodriguez-Palenzuela 1998) et Vibrio fescheri (Chen, Weng, et Lin 2000), rend la
bactérie plus sensible a I'action de la protamine (Parra-Lopez et al. 1994). Enfin S. aureus possede un
plasmide codant pour de nombreux genes de résistance dont le systeme d’efflux QacA qui permet

une résistance a certains PAMs comme la tPMP-1.

Chez les bactéries Gram positives d'autres voies de résistance aux PAMs sont décrites comme la
synthése d'exopolymeéres saccharidiques qui vont séquestrer les PAMs (évoquée ci-dessus p 22) ou la
D-alanylation des acides techoiques permettant un changement de charge de la surface bactérienne
de négative a positive (Koprivnjak et Peschel 2011) mais ces modes de résistances ne seront pas
abordés plus en détails ici afin de se concentrer sur les mécanismes adoptés principalement par les
bactéries Gram négatives.

Les bactéries Gram négative possédent une épaisse couche de LPS a la surface cellulaire qui est une
des premieres cibles des CAMPs, le LPS conférant une charge négative aux bactéries. Le LPS est
constitué de 3 parties :

- Une partie hydrophobe ou lipide A constituée de glucosamines phosphorylés liés a des chaines
d'acides gras saturés.

- Un core olygosaccharidique constitué d'un core interne lié de facon covalente au lipide A par I'acide
Kdo. Il relie également la troisieme partie du LPS grace a un core externe composé d'hexoses.

- Un domaine hydrophile appelé antigene O composé d'unité répétées de saccharides.

Le LPS est reconnu par le systeme immunitaire de I'h6te via les Toll récepteurs (ou TLR chez les
mammiféres) induisant la réponse humorale. Une des meilleures protections de la bactérie pour
résister aux CAMPs est alors de modifier son LPS. La cible des modifications principales chez les
bactéries est le lipide A. Cependant, I'antigéne O sert aussi de protection pour empécher les CAMPs

d'accéder au feuillet du LPS.
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Les modifications du LPS.

Plusieurs TCS sont décrits comme ayant un role dans la modification du LPS et la résistance aux PAMs
c’est le cas de PhoPQ (Bennett et Clarke 2005 ; Miller, Kukral, et Mekalanos 1989), PmrAB (Farizano
et al. 2012) ou encore ParRS et CprRS (Fernandez et al. 2012 ; Fernandez et al. 2010).

La régulation des enzymes modificatrices du LPS par PhoPQ et/ou PmrAB est un phénomeéne
retrouvé chez E. coli, S. Typhimurium, P. luminescens et P. aeruginosa. Ces modifications ont pour
role de renforcer l'intégrité et la perméabilité de la membrane externe en présence de peptides
antimicrobiens permettant une survie de la bactérie dans son hote (Murata et al. 2007 ; Gunn et al.

2000).

(i)- Modification post-traductionnelle du LPS.

Un des moyens de lutte contre les CAMPs est la modification du LPS par des enzymes capables de
modifier la charge de la surface bactérienne ou encore d'en modifier sa fluidité. Un des mécanismes
de modification de charge, analogue a la compensation de charge par D-alanylation des acides
techoiques anioniques chez les bactéries Gram positives, est de modifier la charge de la surface
bactérienne par ajout de I'amino acide lysine chargé positivement sur le phosphatidylglycerol un des
composants majeur de la surface cellulaire. Cette modification est catalysée par I'enzyme MprF qui
est tres conservée parmi les bactéries Gram positives et Gram négatives (Peschel et al. 2001). MprF
est composée de domaines actifs : le domaine C-terminal permet la formation de lysyl-
phosphatidylglycerol dans le feuillet interne de la membrane cytoplasmique en utilisant le
phosphatidylglycerol et le lysyl-ARNt comme substrat (Peschel et al. 2001 ; Staubitz et al. 2004 ; Ernst
et al. 2009), le domaine N-terminal permet, quant a lui, la translocation du lysyl-phosphatidylglycerol
au feuillet externe de la membrane cytoplasmique (Ernst et al. 2009). La mutation du géne mprF
entraine, entre autre, une augmentation de la sensibilité de la bactérie aux CAMPs et une virulence
atténuée dans de nombreux modeéles animaux (Weidenmaier et al. 2005 ; Peschel et al. 2001). mprF
est sous le contrdle du régulateur ApsRSX (Meehl et al. 2007 ; Li et al. 2007). Pour lutter contre les
CAMPs les bactéries Gram négatives peuvent modifier leur surface bactérienne en modifiant le lipide
A un des composants du LPS. Un des exemples les plus décrit est I'ajout d'aminoarabinose au niveau
du core du lipide A cette modification change la surface nette du LPS de négative a positive ce qui va
repousser les CAMPs (figure 13). Cette modification est régulée par deux loci : pmrE (ou pagA) et
pmrHFIJKLM (analogue a pbgPE) chez Salmonella (Gunn et Miller 1996). Cette modification permet la
résistance a la polymyxine B chez Salmonella (Gunn et al. 1998), Photorhabdus (Bennett et Clarke

2005) et P. aeruginosa (McPhee, Lewenza, et Hancock 2003). Ces modifications sont toutes sous le
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et P. luminescens (Flamez et al. 2007 ; Needham et Trent 2013 ; cette thése)



controle direct ou indirect de PhoPQ (cf II- introduction générale). Chez Salmonella, une
augmentation de la concentration extracellulaire en Fe** entraine la transcription du systéme a deux
composantes PmrAB qui va réguler I'expression d'un court peptide PmrR capable de se fixer sur le
LPS et empécher sa modification par LpxT qui est capable de phosphoryler le lipide A (Kato et al.
2012). La phosphorylation du lipide A par LpxT augmente la charge négative générale du LPS alors
qgue son inhibition va permettre l'ajout d'autre modifications sur le LPS (par exemple
aminoarabinose) pour rendre la surface cellulaire moins négative et ainsi résister au CAMPs (Herrera,
Hankins, et Trent 2010). L'addition de phosphoethanolamine modifie également la charge du LPS le
PEtN étant chargé positivement. Cette modification est régulée par I'enzyme PmrC chez Salmonella
analogue de EptA chez E. coli (Lee et al. 2004). Sous certaines conditions ou en absence
d'aminoarabinose sur le LPS, EptA peut modifier I'extrémité 4' du glucosamine du lipide A par ajout

d'un second PEtN (Gibbons et al. 2000).

Une modification de la fluidité membranaire des bactéries permet également de résister aux CAMPs.

Il peut s'agir d'une acylation, d'une déacylation, du lipide A du LPS.

(ii)- L'acylation

L'acylation du lipide A peut se faire par I'ajout de groupements acyls secondaires de laurate ou de
myristate chez E. coli et S. Typhimurium (Raetz et Dowhan 1990). Ces modifications sont catalysées
par des acyltransférases LpxL (ou HtrB chez Salmonella) et LpxM, pour l'ajout de laurate et de
myristate respectivement, et elles agissent au niveau de la membrane externe (Brozek et Raetz
1990). Il a été montré chez E. coli que |'activation de LpxL était induite par une augmentation de la
température (Clementz, Bednarski, et Raetz 1996). Chez Salmonella on retrouve également le gene
pagP qui codent pour l'enzyme acétyl transférase PagP responsable de I'ajout du palmitate du
phosphatidylethanolamine (donneur) sur le lipide A du LPS (Bishop et al. 2000). PagP reste a |’état
dormant dans le feuillet externe en conditions standard, cependant une perturbation de la
membrane par des agents extérieurs (comme I'EDTA) vont entrainer un déplacement du
phosphatidylethanolamine du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane externe, le
plagant ainsi a proximité du domaine catalytique de PagP. PagP va alors cliver le phospholipide
donneur et restaurer l'intégrité de la membrane en acylant le lipide A (Jia et al. 2004). Cette
stabilisation est suggérée par le fait que I'incorporation de palmitate catalysée par PagP augmente la
résistance aux CAMPs chez S. enterica (Guo et al. 1998) et atténue la capacité du LPS a déclencher
une réponse immunitaire TLR4 dépendante (Kawasaki, Ernst, et Miller 2004). Des homologues de

PagP sont retrouvés chez B. bronchioseptica, L. pneumophila, Y. pseudotuberculosis (Preston et al.
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2003 ; Robey, O’Connell, et Cianciotto 2001 ; Rebeil et al. 2004). Chez Salmonella et E. coli
I’expression de pagP est positivement régulée par PhoPQ avec une augmentation de I'activation en
cas de stress des membranes intracellulaires ou de stress environnemental (Bishop, Kim, et El Zoeiby

2005).

(ii)- La déacylation du lipide A

Chez Salmonella Pagl est impliqué dans la déacylation du lipide A. Situé dans la membrane externe
elle catalyse la suppression de la chaine d’hydroxymyristate (position 3) du glucosamine du lipide A
(Trent et al. 2001). L'expression de pagl, comme celle de pagP, est régulée par PhoPQ et une
mutation de pagl entraine une augmentation de la susceptibilité a la polymyxine B chez Salmonella
enterica par rapport a la souche sauvage (Kawasaki, China, et Nishijima 2007). LpxR est un
homologue de Pagl retrouvé chez S. Typhimurium, E. coli, Y. enterocolitica, H. pylori et V. cholerae. Il
a également pour fonction de déacétyler le lipide A (Reynolds et al. 2006). Les deux protéines PaglL et
LpxR sont retrouvées a I'état inactif dans la membrane externe et ne sont activées que lorsqu’elles
sont surproduites suggérant la présence d’inhibiteurs (Kawasaki, China, et Nishijima 2007). Par
exemple chez Y. enterocolitica LpxR est actif a 37°C mais inactif a 21°C, alors que chez
S. Typhimurium c’est la présence d’aminoarabinose sur le lipide A qui semble bloquer I'activité de

Pagl (Reinés et al. 2012).

Autres mécanismes de résistance.

Bien que peu documenté il semblerait que certaines OMPs (outer membrane proteins) jouent un réle
dans la résistance aux PAMs (figure 14). C’est le cas par exemple de OmpU et OmpT qui participent a
la résistance basale de la bactérie envers les CAMPs chez V. cholerae (Mathur et Waldor 2004) et
V. splendidus (Duperthuy et al. 2010). OmpA confére une résistance a la polymyxine B et a la
protamine chez K. pneumoniae (Llobet et al. 2009).

L'interférence ou la suppression des voies de I'hote induisant la synthese des PAMs est un autre
moyen utilisé par les bactéries pour éviter I'action du systéme immunitaire inné. Ceci a été démontré
chez plusieurs bactéries comme Shigella dysenteriae qui peut réguler négativement la transcription
des PAMs LL-37 et béta-defensine-1 lors des étapes précoces de I'infection grace a la production d’un
plasmide codant pour des genes répresseurs (Islam et al. 2001). Cela a également été suggéré chez
S. pyogenes qui n’induit que trés peu la synthése de PAMs par I'hOte laissant penser a la présence

d’un répresseur de la voie de production de la béta-defensine-2 (Dinulos et al. 2003).
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Enfin, une des stratégies employées par les bactéries est de former des populations hétérogénes afin
gu'au moins une partie de la population puisse résister en cas de changement délétere dans
I'environnement (par exemple les PAMs). Deux phénomenes permettent ['hétérogénéité

bactérienne : la variation de phase et la bistabilité.

IV- L'hétérogénéité bactérienne : Variation de

phase et bistabilité

Depuis quelgues années, les bactéries ne sont plus vues comme une population homogéne, mais
comme un mélange hétérogéne méme dans un milieu constant. L'émergence de nouvelles
techniques comme |'utilisation de protéines fluorescentes et I'analyse «single cell» ont permis I'étude
des différences inter-individus au sein d'une culture isogénique. Et bien que la formation de sous-
populations puisse étre vue comme étant I'exécution d'un programme bactérien intrinséque, elle
repose surtout sur la stochasticité des événements (Paulsson 2004 ; Kearns et Losick 2005). Il existe
deux moteurs a I'étude des phénomenes bistables chez les bactéries : I'industrie biotechnologique,
ou la diversification de types cellulaires permet dans certains cas de meilleurs rendements de
production, et la médecine, ol la persistance des bactéries traitées par antibiotique leur permettant
une résistance au traitement est liée a des profils de signalisation bistable. Ce chapitre a pour but
d'introduire la notion de bistabilité chez les bactéries. Afin de pauser les bases de I'étude de la
bistabilité et des sous-populations plusieurs termes vont tout d'abord étre définis.

(i) La stratégie «Bet-Hedging» : il s'agit d'une stratégie de minimisation du risque en prévention d'une
fluctuation brutale de I'environnement entrainant des modifications a fort co(t.

(i) Bistabilité : il s'agit de la propriété spécifique d'un systéme qui peut exister dans deux états
stables distincts. Les états intermédiaires sont instables.

(iii) Hétérogénéité : terme employé pour décrire une population génétiquement identique mais

présentant des phénotypes différents.

28




- Glissement de brins

- Recombinaisonsite spécifique
-Recombinaison homologue

- Excision/insertion/inversion

Variation de phase génétique

-Persistance
-Compétence génétique
-Sporulation et cannibalisme
Bistabilite -nage et formation de chaines
- Age cellulaire
- production d’exoprotéases
- production de matrice de biofilm
-Sous populationshypermutablesd’E. coli
- Méthylation
-boucles de rétroaction

Figure 15 : Les différents mécanismes a I'origine de I’'hétérogénéité des populations bactériennes.



(IV) Bruit ou «Noise» : est utilisé pour caractériser une infidélité dans les processus menant a des
différences inter-individus. Plus simplement, des niveaux d'expression égaux peuvent conduire a un
nombre absolu de protéines différent entre deux bactéries génétiquement identiques.
(V) : Stochasticité : terme utilisé pour introduire la notion de hasard dans les processus.
(V1) : Variation de phase. Dans ce chapitre j'ai utilisé la définition de Marjan W. van der Woude
(2011) qui distingue deux type de variation de phase : celle due a des mécanismes génétiques et celle

due a des mécanismes épigénétiques.

La variation de phase est une source d'hétérogénéité chez les bactéries, il s'agit d'une régulation d'un
géne héritable et réversible qui entraine différents niveaux de synthése des protéines (généralement
tout ou rien) au sein de chaque cellule dans une population clonale (Van der Woude 2011). La
variation de phase est la résultante de différents mécanismes moléculaires qui peuvent étre soit
génétique (implique un changement de la séquence ADN : glissement de brins («slipped strand
mispairing» ou SSM), recombinaison site spécifique, événements d'insertion/excision), soit

épigénétique (boucles de rétro-controle, méthylation).

A- La variation de phase génétique

Ce terme décrit les mécanismes dans lesquels les changements d'expression d'une cellule d'un état
«ON» vers un état «OFF» et vice versa sont dus a des changements dans les séquences ADN a des loci
spécifiques. Ce type de mécanisme est notamment retrouvé dans la variation antigénique. Les
changements génétiques peuvent étre mineurs comme le changement d'un seul nucléotide dans le
cas du glissement de brin (SSM) ou conséquent avec le réarrangement de plusieurs de fragments
d'ADN de plusieurs kilobases (Van der Woude et Baumler 2004) (figure 15).

Sur I'ADN, on peut retrouver de petites séquences répétées contiglies qui peuvent étre sujettes a
expansion ou a contraction. Le SSM intervient lorsqu'un mauvais alignement de ces séquences
répétées se produit entre le brin d'ADN parental et le brin fille durant la synthése d'ADN, sa
réplication ou sa réparation. Ce mauvais alignhement va engendrer une augmentation ou une
diminution du nombre de séquences répétées sur le brin néo-formé (Levinson et Gutman 1987 ; Van
Belkum et al. 1998 ; Van Belkum et al. 1999). Un changement dans le nombre d'unité composant la
séquence répétée peut conduire a une expression de protéine «phase-variable», si la localisation de
ces répétitions est telle, que la transcription ou la traduction du géne sont affectées. La variation de

phase a été associée avec des répétitions allant de 1 a 7 nucléotides (Van Belkum et al. 1998). Par
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exemple, la variation de phase des fimbriae codés par le géne hif chez H. influenza résulte d'une
variation du nombre de séquence répétées passant de 9 a 10 ou a 11 répétitions du dinucléotides TA
entre les régions -10 et -35 reconnues par I'ARN polymérase conférant a la bactérie un changement
dans la force du promoteur (passages entre les états ON et OFF) avec chez les clones dans I'état ON
deux états : ceux avec un haut niveau de transcription et ceux avec un niveau faible (Van Ham et al.
1993). Lorsque le nombre de séquences répétées est modifié en dehors du promoteur, cela peut
affecter la fixation de protéines régulatrices ou bien affecter la stabilité de I'ARN messager et
entrainer de la variation de phase (observée chez B. pertussis (Willems et al. 1990) et N. meningitidis
(Martin et al. 2003)). Enfin, les protéines peuvent également étre affectées par le SSM si les
séquences répétées se trouvent dans la région codante de I'ADN. Si la modification due au SSM n'est
pas un multiple de trois nucléotides alors il va se produire un décalage du cadre de lecture entrainant
I'apparition d'une protéine tronquée, non fonctionnelle. C'est le cas chez H. influenzae ou le géne
mod contient plus de 30 répétitions de AGTC dans sa région codante, I'ajout d'une répétition en plus
provoque |'apparition d'un codon stop dans la protéine et entraine de la variation de phase (De Bolle
et al. 2000). Il est intéressant de noter qu'aucune variation de phase SSM dépendante n'a été
identifiée dans les facteurs de virulence de Salmonella et E. coli bien qu'il ne semble pas y avoir de
contraintes mécanistiques (Ritz et al. 2001 ; Torres-Cruz et Van der Woude 2003). Il semblerait que la
régulation stricte des facteurs de virulence et la nature variée des habitats bactériens aient favorisés
des mécanismes de variation de phase plus complexes.

La variation génétique est aussi représentée par les recombinaisons homologues indépendantes ou
partiellement dépendantes de RecA se produisant pour des fragments supérieurs a 50 pb (figure 15).
Généralement elles nécessitent la présence de régions homologues de plus petite taille (2pb suffisent
chez N. gonorrhoeae) et la fréquence de recombinaison est plus élevée que dans les recombinaisons
dépendantes de RecA, pour revue voir (Seifert 1996). Ces modifications de I'ADN sont également
responsables de I'apparition de variation antigénique chez certaines bactéries (Seifert 1996 ; Mehr
et Seifert 1998 ; Zhang et al. 1997). Enfin le dernier phénoméne pouvant générer de la variation de
phase génétique est la recombinaison site spécifique (figure 15). Cela requiert I'action d'enzyme qui
vont agir sur des séquences ADN possédant une identité de séquence le plus souvent dans des
régions n'excédant pas 30 pb (Van der Woude et Baumler 2004). Il faut faire la distinction entre la
recombinaison conservatrice site-spécifique et la transposition, seule la premiere entraine des
événements d'inversion, excision ou insertion de I'ADN conduisant a de la variation de phase (pour
revue voir (Hallet et Sherratt 1997 ; Komano 1999)). L'invertase la plus étudiée est Cre, elle permet
une recombinaison d'une séquence ADN comprise entre des sites lox. L'inversion d'ADN génere de la
variation de phase et a été principalement étudié pour les fimbriae chez E. coli et Proteus mirabilis

(Abraham et al. 1985 ; Honarvar, Choi, et Schifferli 2003 ; Li et al. 2002). Cependant ce type de
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modification ne sera pas abordé plus en détails ici, un exemple plus pertinent dans le contexte de
cette thése sera abordé. En effet, chez Photorhabdus il a été montré qu'une inversion de promoteur
était a 'origine de I'apparition de deux sous-populations de la bactérie chez le nématode (Somvanshi
et al. 2010). Photorhabdus existe a I'état de biofilm persistant dans I'intestin du nématode au stade
juvénile infestant (1)) (voir description du cycle, V- introduction générale). Le criblage de mutant
défectif pour la colonisation des IJs ont mis en évidence le role d'un locus fimbriae unique appelé
mad pour «maternal adhesion defective». Les génes mad codent pour une chaperonne d'assemblage
des fimbriae régulée par un switch ON/OFF au niveau du promoteur (inversion du sens du promoteur
permet de passer de I'état ON a I'état OFF et inversement). L'état ON ou OFF du promoteur permet a
Photorhabdus de « switcher » entre deux sous-populations différentes dans le nématode. lls a été
montré que lorsque le promoteur était dans sa conformation OFF, Photorhabdus était présent sous la
forme P (pour Pathogene : forme qui se multiplie dans l'insecte), et lorsque le promoteur est dans la
conformation ON, Photorhabdus est sous la forme M (pour Mutualiste : forme qui permet la
symbiose avec le nématode) (Somvanshi et al. 2012). Le passage d'une forme a l'autre est régulé par
I'inversion du promoteur des génes mad.

Toutes ces modifications ont un réle dans la survie des bactéries dans un environnement ou un hote
hostile. Cela leur permet entre autre de réaliser de la variation antigénique afin de ne pas étre
reconnu par le systeme immunitaire de I'h6te ou encore dans le cas de S. Typhimurium, qui peut
adopter deux versions de la protéine des flagelles: la flagelline, grace a une inversion
chromosomique, un moyen d'échapper au systéeme immunitaire de I'hGte lorsque celui ci a

développé des anticorps contre une des deux formes de flagelline (Zieg et al. 1977).

B- Variation de phase épigénétique : la bistabilité.

Il y a des avantages pour les bactéries a présenter une population mixte et une fagon d'y arriver, en
plus de la variation de phase génétique, est la bistabilité. Les « switchs » bistables sont épigénétiques
ce qui signifie qu'ils ne proviennent pas de changement au niveau de leur séquence ADN (voir ci-
dessus) (Dubnau et Losick 2006). Plusieurs mécanismes régissent les switchs bistables permettant
aux bactéries de s'adapter et/ou résister a leur environnement. Nous verrons tout d'abord
I'implication des boucles de rétroaction dans la régulation de I'expression génique chez la bactérie,
puis la variation de phase due a des phénomeénes épigénétiques notamment la méthylation et enfin
les stratégies de Bet-Hedging adoptées par les bactéries encore une fois dans le but de prévenir les

risques liés a leur environnement. Il existe de nombreux exemples, certains spécifiques aux Gram
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positives comme la compétence génétique chez B. subtilis ou encore la sporulation, et d'autres plus
généralisés comme la production d'exoprotéases ou encore la production de matrice de biofilm et
enfin les sous-populations hypermutables d'E. coli. Ces mécanismes ne seront pas abordés dans cette
introduction a la bistabilité (figure 15).

La bistabilité proprement dite est caractérisée par le passage d'un profil d'expression génique
unimodal a bimodal entrainant I'apparition de deux patterns d'expression distincts (Dubnau et Losick
2006 ; Laurent, Charvin, et Guespin-Michel 2005). La stabilisation du systeme (Bistabilité) peut étre
générée par soit par une boucle de rétroaction positive soit par une double boucle de rétroaction

négative (Ferrell 2002 ; Casadesus et D’Ari 2002).

Les boucles de rétroaction positives

L'exemple le plus classique est I'étude de I'opéron lac d'E. coli (Novick et Weiner 1957) (figure 15).
Lorsqu'il est ajouté en fortes concentrations, l'inducteur IPTG va complétement dé-réprimer I'opéron
lactose et induire la culture. En revanche, a de faibles concentrations, I'lPTG est incapable d'induire
une culture naive (non induite). L'ajout d'une culture induite a un milieu contenant de faibles
concentrations en IPTG permet a une sous population de rester dans un état completement actif
(Novick et Weiner 1957). Ces cellules peuvent rester complétement activées dans un milieu faible en
IPTG grace a I'action d'une boucle de rétroaction positive. En effet, Les cellules activées on un niveau
de perméases élevé dans leur membrane ce qui leur permet de transporter de grandes quantités
d'IPTG de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule augmentant la concentration interne en IPTG. Cette
concentration élevée d'IPTG dans les cellules est nécessaire a la synthese de fortes concentrations de
perméases qui vont permettre l'entrée de grandes quantités d'IPTG et ainsi de suite (Novick et
Weiner 1957). En revanche, dans certaines bactéries une diminution de la concentration interne en
IPTG va entrainer une diminution de la synthese de perméase faisant passer les cellules vers un état
réprimé. Ainsi une population homogéne au départ (completement induite) a bifurqué en deux sous-
populations génétiquement identiques mais phénotypiquement différentes avec certaines induites
et d'autres non induites (Laurent, Charvin, et Guespin-Michel 2005 ; Casadesus et D’Ari 2002 ; Novick
et Weiner 1957). Une erreur de transcription peut également induire le switch de I'opéron lac : une
diminution de I'affinité de I'ARN polymérase ou encore l'absence de facteurs de transcription de
fidélité peut faire basculer I'opéron lac dans le sens induit ou non induit. En effet, ces différents
facteurs peuvent avoir un effet sur la quantité de répresseurs dans chaque bactérie (10 molécules
par bactérie) et une faible variation de la quantité va entrainer le switch (Gordon et al. 2009 ; Satory
et al. 2011). Un exemple de switch impliquant une boucle de rétroaction positive a également été

décrit chez Xenorhabdus une bactérie proche du genre Photorhabdus ol cette boucle permet une
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régulation ON/OFF du régulon FliZ et donc une modification de la mobilité chez certaines bactéries

de la population (Jubelin et al. 2013).

Les doubles boucles de rétroaction négatives.

Un exemple classique de bistabilité généré par une double boucle de rétroaction négative est
I'exemple du bactériophage lambda (figure 15). Lorsqu'un bactériophage infecte une bactérie E. coli il
peut adopter deux programmes de développement c'est a dire il peut soit induire un programme
lytiqgue qui va tuer la bactérie, soit induire un programme lysogénique qui va instaurer une symbiose
entre la bactérie et le bactériophage suite a son intégration dans le génome. Le passage
lyse/lysogénie dépend de I'état de la cellule et de facteurs environnementaux et le programme que
chaque bactériophage va adopter est imprévisible ce qui en fait un élément stochastique (Casadesus
et D’Ari 2002 ; Johnson et al. 1981 ; Munsky et Khammash 2010). Le phage lambda possede deux
répresseurs : Cro et cl chacun capable de réprimer I'expression de I'autre. Cro régule le cycle lytique
et cl le cycle lysogénique. Le passage d'un cycle a I'autre repose uniquement sur quel répresseur va
se fixer en premier sur le site de régulation spécifique de I'ADN du phage pour réprimer l'autre
répresseur (Johnson et al. 1981). L'effet d'une double boucle de rétroaction négative équivaut a une
boucle de rétroaction positive c'est a dire que par exemple I'empéchement par cl de la synthese de

Cro équivaut a une auto-régulation positive de cl et inversement (Johnson et al. 1981).

Variation de phase, switch et méthylation

Un des mécanismes épigénétiques pour réguler le switch est la méthylation (Blyn, Braaten, et Low
1990 ; Wang et Church 1992) (figure 15). Le switch peut se produire lorsque le site de méthylation
chevauche le site de fixation d'une protéine. La fixation de la protéine va alors empécher I'ADN d'étre
méthylé (Van der Woude, Hale, et Low 1998 ; Waldron, Owen, et Dorman 2002). Chez E. coli la
plupart adénines des sites GATC sont méthylées (plus de 94% (Fang et al. 2012)) excepté durant une
courte période apres la réplication ou elles sont hémiméthylées. Cependant il existe quelques sites
qui restent non méthylés a cause de la fixation de protéines sur ou autour du site GATC entrainant
une compétition avec la Dam méthylase pour la fixation (Wang et Church 1992 ; Ringquist et Smith
1992). On retrouve ce type de site GATC dans l'opéron pap («pyelonephritis associated pili») chez
E. coli responsable de la variation de phase des pili Pap (Hernday, Braaten, et Low 2003 ; (Van der
Woude, Braaten, et Low 1992). Le switch repose sur la présence de deux sites de fixation dans la
région promotrice de pap pour la protéine régulatrice Lrp («Leucine responsive regulatory protein») :
les sites 1-3 et 4-6 (Nou et al. 1995). Il existe deux sites GATC un dit proximal : GATC" et un distal :

GATC™" et la méthylation de ces sites modifie le profil de fixation de Lrp. La méthylation du site
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Figure 16 : Le modele ON-OFF des génes pap. A : Etat OFF un octameére (tétramére de diméres) de
Lrp (ici n’est représenté qu’un seul tétrameére) se fixe sur le promoteur proximal (sites 1-3 : carrés
rouge). La fixation de Lrp sur les sites 1-3 inhibe la fixation sur les sites 4-6 (carrés verts) par exclusion
mutuelle. B : Les brins d’ADN néo-synthétisés sont hémiméthylés juste apres le passage de la fourche
de réplication (REP 1). Ici seul le brin méthylé est représenté (cercle noir). C : Deux événements
stochastiques se produisent dans lesquels Papl facilite la fixation de Lrp sur les sites 4-6 et la Dam
méthylase méthyle les deux brins sur le site GATC proximal. La fixation de Lrp sur les sites 4-6
diminue son affinité pour les sites 1-3 et facilite la transcription des génes pap. Ainsi la méthylation
des sites GATC™™ reduit I'affinité de Papl/Lrp pour les sites 1-3 et est nécessaire au passage dans
I’état ON des genes pap. D : Un deuxiéme tour de méthylation (REP 2) compléete le passage dans
I’état ON dans lequel le site GATC ®*' est complétement non méthylé. L’état ON est maintenu grace a
une boucle de rétroaction positive entre PapB et Papl (fleche bleu hachurée) (Casadesus et Low
2013). Cependant aprés la réplication si la Dam méthylase a méthylé le site GATC™ la probabilité
que le site GATC™" soit méthylé avant que la Dam puisse se dissocier de I'ADN est augmentée cela va
entrainer le passage de I'état ON a I'état OFF des génes pap (Hernday, Braaten, et Low 2004).



GATCP™ est nécessaire pour l'activation du géne pap et donc du passage de I'état OFF & |'état ON
(Hernday et al. 2002 ; Hernday, Braaten, et Low 2004) (figure 16). Le switch des génes pap est
également régulé par d'autres facteurs transcriptionnels répondant a I'environnement comme CpxR,
RimJ et H-NS (White-Ziegler et al. 1998). H-NS agit en bloquant la méthylation des sites GATC en
réponse a la température (White-Ziegler et al. 1998), CpxR répond au stress cellulaire et est
phosphorylé par I'HK CpxA, la forme phosphorylé de CpxR va étre en compétition avec Lrp pour la
fixation sur la région promotrice de pap et bloquer la transcription de pap (Hernday et al. 2004 ;
Raivio 2005). RimJ agit via un mécanisme peu connu en réponse a la température et a d'autres
conditions environnementales (White-Ziegler et al. 2002).

D'autres types de switch dépendent de la méthylation c'est par exemple le cas d'OxyR qui peut
bloquer la méthylation des sites GATC et inhiber la transcription du géne agn43 (antigene 43) qui
code pour une protéine de membrane externe jouant un réle dans la formation de biofilms et la
pathogénese (Owen et al. 1996 ; Van der Woude et Henderson 2008). Le switch chromosomique au
locus STM2209-STM2208 chez S. Typhimurium (Cota, Blanc-Potard, et Casadesus 2012) et le switch
gtr du bactériophage p22 (Broadbent, Davies, et Van der Woude 2010) sont tous les deux controlés

par OxyR et Dam avec un réle dans la modification du LPS a la surface cellulaire.

La stratégie Bet-Hedging : le cas des persistantes

Une des questions que pose la variation de phase est quel est I'intérét pour une bactérie d’adopter
une population hétérogene ? L’hypothese la plus simple et la plus apparente est sans doute dans une
optique de minimisation des risques ou « bet-hedging ». En effet, la production de sous-populations
avec des phénotypes différents assure a au moins une d’entre elles une chance de survie dans une
situation donnée (Cohen 1966) (figure 15). Initialement décrit en 1944 la persistance est un des
exemples les plus décrits de stratégie « Bet-hedging » (Bigger 1944 ; Lewis 2007). La persistance pose
de nombreux problemes dans le traitement de patients atteints de maladies dans les hopitaux (Levin
et Rozen 2006). En effet, en plus des pompes a efflux, de la production de protéases ou autres (voir
lll- introduction générale), la persistance est un des moyens de la bactérie de résister aux
antibiotiques et ainsi survivre. Les cellules persistantes refletent a la fois la capacité pour une
bactérie de résister aux antibiotiques mais également un état transitoire d’arrét de la croissance
bactérienne (Moyed et Broderick 1986). Le switch entre bactéries « normales » et bactéries
persistantes et inversement est stochastique et d’origine épigénétique dans l'environnement
(Balaban et al. 2004). Par exemple, chez M. tuberculosis la persistance est régulée par du bruit

phénotypique et une boucle de rétroaction positive capable d’amplifier le bruit (Sureka et al. 2008).
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Chez E. coli il a été possible d’isoler des mutants hip (pour «high persistence») qui montrent une
augmentation du nombre de cellules a I'état persistant (Moyed et Bertrand 1983). Les mutants hip
augmentent la fréquence d’apparition des persistantes. Ces travaux ont notamment permis de
constater que seul un faible nombre de bactéries étaient capables d’entrer en persistance avant
I'ajout de la drogue (Balaban et al. 2004). Il existe deux types de bactéries persistantes: les
persistantes de type | sont produites durant la phase stationnaire alors que les persistantes de type Il
sont produites tout au long de la croissance (Balaban et al. 2004). La présence de drogue dans
I’environnement va tuer la majeure partie des bactéries mais les bactéries qui étaient en persistance
vont pouvoir survivre grace a leur arrét de croissance. |l faut attendre que la drogue soit enlevée du
milieu pour que les persistantes recommencent a se multiplier pour redonner une population
hétérogene constituée de bactéries non persistantes (en grand nombre) et de bactéries persistantes
(en tres faible nombre). Ce type d’observation a notamment pu étre visualisé grace a la
microfluidique (Wakamoto et al. 2013). Une autre avancée dans |'étude des persistantes est
représentée par les travaux de Keren et al. 2004 qui a congu une méthode pour isoler les bactéries
persistantes. Ils ont notamment pu montrer que les bactéries persistantes exprimaient
préférentiellement les genes des modules toxines-antitoxines (par exemples les génes relE et hipA).
En effet, selon les auteurs, les toxines empécheraient les synthéses macromoléculaires comme la
traduction, protégeant ainsi les bactéries de tous les antibiotiques ciblant le ribosome ou ciblant les
bactéries d’une maniere dépendante de leur croissance. Les toxines-antitoxines sont régulées par
une boucle de rétroaction positive. Une diminution stochastique de la concentration en antitoxine ou
I"augmentation de la concentration en toxine dans une cellule va entrainer un arrét de la croissance
et un switch vers la persistance. La persistance comme les autres phénomenes de bistabilité repose
donc aussi sur un équilibre fin dont la moindre variation va permettre le passage d’un état a un
autre. Et bien que I'entrée en persistance ait un co(t pour la bactérie le bénéfice tiré par I'ensemble
de la population est supérieur avec une meilleure chance de survie en cas de changement brusque,
et une absence de compétition pour les nutriments entre cellules persistantes et non persistantes.

La sporulation chez B. subtilis représente également une stratégie de « Bet-hedging » puisque la
spore est une des formes de survie de la bactérie en cas de changement brusque de I'environnement

(Veening et al. 2008).
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Figure 17 : Phylogénie des différentes especes de Photorhabdus. En vert P. heterorhabditis, en bleu :
P. asymbiotica, en rouge : P. luminescens, en violet P. temperata. Analyse basée sur cing séquences
concaténées codant pour des protéines (recA, gyrB, dnaN, gltX et infB). Les valeurs « bootstrap »
(pourcentage de 100 réplicats) supérieures a 70% sont indiquées sur les nceuds. Echelle : 5% de
divergence de séquence. (Ferreira et al. 2014)



V- Le modele d’étude : P. luminescens

Les ravageurs de cultures sont un probleme actuel de société car ils sont responsables de plusieurs
millions d'euros de perte agricole et leur contrGle passe souvent par |'utilisation de pesticides
chimiques. Depuis plusieurs dizaines d'années des couples némato-bactériens sont utilisés en lutte
biologique contre ces ravageurs. Les couples nématodes/bactéries les plus communs sont S.
carpocapse/X.nematophila et H. bacteriophora/P. luminescens. lls sont utilisés contre les insectes par
lachés inondatifs sur les cultures a forte valeur ajoutée (Ehlers 2003). L'avantage de ces couples est
qu'ils ciblent de nombreux ordres d'insectes mais pas les animaux a sang chaud. Ils sont produits en
masse sur milieux artificiels et commercialisés par plusieurs firmes comme Koppert (Danemark) ou
Controle_Nema (Allemagne).

Photorhabdus luminescens est une entérobactérie bioluminescente. Cette bactérie est pathogene
par injection d'un large spectre d’insectes retrouvés parmi plusieurs ordres: coléoptéres,
|épidoptéres et dipteres. Un des modéles d’étude dans le laboratoire est un lépidoptére polyphage,
Spodoptera littoralis. Il existe plusieurs espéces chez Photorhabdus (P. luminescens, P. asymbiotica, P.
temperata et P. Heterorhabditis) (Ferreira et al. 2014), toutes sont retrouvées en association avec
des nématodes (Heterorhabditidae) et sont pathogénes d’insectes (figure 17). Seule P. asymbiotica a
été retrouvé comme responsable d’infections chez ’lhomme (Akhurst et al. 2004). Les travaux de
cette these s’appuient principalement sur I'espece Photorhabdus luminescens comme modeéle
d’étude.

P. luminescens est nécessairement retrouvé en interaction avec un nématode du genre
Heterorhabditis (couple H. bacteriphora et P. luminescens) et ne posséde pas de stade de vie libre
dans I'environnement. On retrouve cette bactérie dans le tube digestif des stades juvéniles infestant
du nématode ou « lJs » (Akhurst et al. 1996). Ce stade de développement du nématode est le seul
stade de vie libre retrouvé dans I’environnement en dehors d’un insecte parasité. Il est incapable de
se nourrir et survit dans I'environnement grace a ses réserves de lipides pendant plusieurs mois (6 a 9
mois dans de I'eau a 4°C) (Grewal, Bai, et Jagdale 2011). Le stade lJ est analogue au stade Dauer
juvénile chez le nématode C. elegans (Ciche 2007). Il a été montré chez C. elegans que le passage en
stade Dauer répond a des conditions environnementales devenues défavorables et n'est pas
obligatoire alors que le passage au stade I|J est obligatoire pour assurer le cycle de vie
d’Heterorhabditis. Une hypothése a donc été émise chez Heterorhabditis, qui considererait que le

passage des nématodes au stade 1) nécessiterait des signaux analogues a ceux de C. elegans.
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Figure 18 : Cycle biologique de Photorhabdus. En encadré rouge sont représentés les parties du cycle

ayant lieu dans l'insecte et en encadré vert, celles ayant lieu dans le sol.



Cependant aucun signal précis n’a été trouvé excepté une petite protéine de I’hémolymphe (<10kDa)

stable a la chaleur (Ciche et Ensign 2003) mais dont la fonction a ce jour reste inconnue.

A- Le cycle parasitaire

Les lJs sont les formes infectieuses des nématodes entomopathogenes (NEP), ils infestent les insectes
en rentrant par les orifices naturels comme la bouche, I'anus ou les stigmates et dans le cas
d’Heterorhabditis en traversant de maniere active la cuticule grace a un appendice en forme de dent
(Bedding et Molyneux 1982) (figure 18). Aprés I'entrée dans l'insecte, les nématodes migrent jusque
dans ’hémocoele (compartiment contenant ’hémolymphe équivalent du sang chez les mammiferes)
et régurgitent leur symbionte Photorhabdus directement dans I’'hémolymphe (Ciche et Ensign 2003).
La régurgitation du symbionte est le signal qui conduit a un cycle de reproduction, qui va s’effectuer
sur plusieurs générations (environs 14 jours, données laboratoire). Chaque IJ donnera un adulte
hermaphrodite capable de s’auto-reproduire. La croissance de la bactérie dans I’hémolymphe est
facilitée par la production de toxines et d’exo-enzymes qui vont digérer les tissus de I'insecte pour le
convertir en une biomasse nutritive pour le nématode. Les adultes hermaphrodites formés a partir
des lJs vont se nourrir de cette biomasse ainsi que de bactéries et vont pondre des ceufs qui vont
eux-mémes subir plusieurs stades de développement (de L1 a L4). Cependant certains ceufs ne
seront pas pondus par le nématode, ils vont alors éclore dans I'adulte via un processus appelé
« endotokia matricida » (Ciche et al. 2008). Ces nouveaux nématodes sont programmés pour devenir
de nouveaux lJs qui seront colonisés par leur symbionte. La formation de nouveaux lls capables
d’émerger du cadavre de l'insecte dans I'environnement pour infecter d’autres hoétes insectes est
corrélée avec le passage de Photorhabdus en phase stationnaire (Hu et Webster 2000 ; Clarke 2014).
La multiplication de Photorhabdus dans I’hémolymphe provoque la mort de l'insecte en 48-72h post
infestation (données laboratoire) et il a été démontré que la mort de l'insecte était liée a une

septicémie plus qu’a une toxémie (Clarke et Dowds 1995 ; Watson et al. 2005).
Photorhabdus possede un cycle de vie complexe et doit « jongler » ou changer entre deux états : un

état symbiotique dans le nématode et un état pathogene dans I'insecte. Ces deux stades de vie de la

bactérie seront discutés ci-apres.
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B- La symbiose bactérie-nématode.

La symbiose entre Heterorhabditis et Photorhabdus est obligatoire pour le nématode. Les tentatives
pour produire des nématodes aposymbiotiques (sans leur symbionte) ont échoué in vitro et in vivo,
les lJs aposymbiotique étant incapables de tuer l'insecte et de se reproduire (Han et Ehlers 2000) in
vitro. Cette symbiose est mutualiste car chaque partenaire en tire avantage. Le nématode permet a
la bactérie de survivre dans l'environnement et agit comme un vecteur d'un insecte a un autre.
Quant a la bactérie elle fourni au nématode une biomasse nutritive riche lui permettant une
reproduction facilitée. La symbiose prend en compte deux facteurs : permettre la croissance du

nématode et son développement et la capacité de transmission dans de nouveaux lJs.

Role de Photorhabdus dans la croissance et le développement du nématode.

Le role de Photorhabdus pour le nématode est double: il va étre le signal qui déclenche la
multiplication du nématode et un des signaux permettant le passage du nématode au stade lJ, stade
qui servira pour l'infestation de nouveaux hotes.

Lors de l'infestation d'un insecte par le complexe némato-bacterien environ 100 bactéries
(Photorhabdus) sont régurgitées dans I'hémolymphe et commencent leur multiplication.
Photorhabdus va alors déclencher un « food signal » qui va permettre au nématode de commencer
son cycle de reproduction (Strauch et Ehlers 1998). Ce signal indique au nématode qu'il y a
suffisamment de biomasse nutritive pour son développement et sa reproduction. La phase de
croissance et de multiplication du nématode démarre apres la mort de I'insecte lorsque les bactéries
sont en phase stationnaire (Hu et Webster 2000 ; Johnigk et al. 2004) et qu’elles ont pu produire
toute une gamme d'exo-enzymes pour convertir le cadavre de l'insecte.

Durant sa multiplication, Photorhabdus va produire un petit polykétide le 3'-5' dihydroxy-4'-
isoprpylstilbene (ou ST) (Joyce et al. 2008 ; Williams, Thomas, et Clarke 2005). Dans le cas de la
symbiose Photorhabdus-Heterorhabditis, il est démontré que le ST est indispensable a la production
de nouveaux ls a la fin du cycle infectieux du nématode in vitro (Joyce et al. 2008). Les stilbénes sont
une famille de molécules actives, naturellement produites par les plantes en réponse au stress (Shen,
Wang, et Lou 2009), et initialement décrites comme ayant des propriétés antimicrobiennes contre
les bactéries Gram positives (Li et al. 1995 ; Richardson, Schmidt, et Nealson 1988). Le stilbéne
s'accumule durant la phase de latence de Photorhabdus puisque le géne st/A codant pour l'enzyme
phenylalanine ammonium lyase nécessaire aux étapes précoces de la production du ST est régulé par

des conditions limitantes en nutriments et apparait surexprimé durant la phase stationnaire (Lango-
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Scholey et al. 2013). A ce jour Photorhabdus est le seul genre bactérien démontré comme pouvant
produire des stilbenes (Joyce et al. 2008).

Photorhabdus est donc une aide au développement du nématode puisqu'en plus de convertir le
cadavre de l'insecte en biomasse nutritive pour le nématode et de lui servir de nourriture, il aide au

passage des nématodes au stade |Js pour pouvoir émerger et envahir un nouvel hote insecte.

Transmission de Photorhabdus a de nouveaux lJs.

A la fin du cycle infectieux, respectivement in vivo et in vitro, ce sont plus de 95% et 80% d'lls
émergeant du cadavre de l'insecte qui sont colonisés par Photorhabdus. Le processus de colonisation
des nouveaux lJs par Photorhabdus est complexe et n'a été décrit que récemment pour
Photorhabdus Iluminescens. Lors de la formation des nématodes adultes hermaphrodites
Photorhabdus luminescens se fixe spécifiquement aux cellules INT9 de l'intestin (distal) grace aux
fimbriae Mad exprimé a la surface cellulaire (Ciche et al. 2008 ; Somvanshi et al. 2010). La régulation
des fimbriae Mad est régulée par le «madswitch», un switch réversible du promoteur situé en amont
de madA et qui permet a la bactérie d’adopter deux phénotypes différents (Somvanshi et al. 2012).
Dans la conformation ON, les génes mad sont exprimés et la bactérie est recouverte de fimbriae.
Cette forme est appelée la forme M puisqu’elle n’est retrouvée qu’en association avec le nématode
(M signifie forme mutualiste). Ces variants sont avirulents pour l'insecte et ne permettent pas de
supporter la croissance et le développement du nématode dans le cadavre de I'insecte (Somvanshi et
al. 2012). Apres I'attachement de Photorhabdus aux cellules INT9, la bactérie migre et envahie les
cellules adjacentes aux cellules de la glande rectale. Puis ces cellules sont lysées par la bactérie qui se
retrouve libérée dans le pseudocoelome («body cavity») de I'adulte hermaphrodite ou elles vont se
retrouver en contact avec de nouveaux lJs en développement lors de I'endotokia matricida. Chaque 1J
sera colonisé par 1 ou 2 bactéries qui vont se fixer sur les cellules de la valve intestinale pharyngée.
Les bactéries vont alors se multiplier pour atteindre environ 100 CFUs par lJ. Le complexe nématode-
bactérie sort alors du cadavre de I'insecte et chasse d’autres insectes cibles.

D’autres génes ont été montrés comme étant impliqués dans la colonisation de nouveaux lls par
Photorhabdus. Par exemple une mutation dans le gene hdfR de Photorhabdus, codant pour un
facteur transcriptionnel de type Lys-R, entraine une fréquence de transmission diminuée de 80% a
20% par rapport au sauvage bien que le mutant hdfR ne soit pas affecté dans sa virulence.

Différents mécanismes (mad, hdfR) et différents variants (forme M du nématode par opposition a la
forme P, pathogéne, dans I'insecte) de Photorhabdus régulent cette double capacité de la bactérie a
réaliser a la fois une symbiose mutualiste avec un nématode et une interaction pathogéne avec un

hote insecte. Et bien que linteraction entre Photorhabdus et son hoéte Heterorhabditis soit
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obligatoire et exclusive, elle est en revanche moins stricte en ce qui concerne I'interaction avec I’'h6te

insecte.

C- L'interaction pathogéne bactérie-insecte.

Photorhabdus est une bactérie extrémement virulente pour l'insecte, la dose létale (LDsy) de
bactéries par injection dans des larves de Galleria mellonella étant inférieure a 5 CFU/insecte (Forst
et al. 1997 ; Clarke 2008). Cela en fait donc un pathogene trés efficace. Lorsqu’elle est relarguée par
le nématode dans I'hémolymphe de l'insecte, Photorhabdus se retrouve en contact avec les
composants immunitaires de ’lhémolymphe (immunité innée humorale et cellulaire). Il a été montré
gu’une pré-immunisation de l'insecte par injection d'E. coli avirulent prévient l'infection par
Photorhabdus. Combiné avec le fait que I'insecte meurt plus d'une septicémie que d'une toxémie
cela implique que Photorhabdus est capable de s'adapter et de résister aux mécanismes de défense
de l'insecte (Clarke 2008). La résistance au systéme immunitaire de I'insecte est primordiale pour le
cycle de Photorhabdus et ne peut étre assurée par la forme mutualiste associée avec le nématode.
Pour se protéger aprées l'infestation, Photorhabdus produit une large gamme de toxines actives
contre les composants de l'immunité cellulaire. On retrouve par exemple les effecteurs sécrétés par
le systeme de sécrétion de type lll, les toxines MCF et les Tc toxines (pour synthése voir (Nielsen-
LeRoux et al. 2012)) qui sont a ce jour les toxines les mieux caractérisées car on les retrouve dans
plusieurs bactéries pathogénes comme Yersinia, Serratia, Xenorhabdus et Burkholderia. Les Tc
toxines ont initialement été caractérisée car il a été montré que du surnageant de culture de
Photorhabdus était capable de tuer des larves d'insectes lorsqu'il était mélangé a leur nourriture
signifiant que les Tc toxines sont actives par voie orale (Bowen et al. 1998 ; Nielsen-LeRoux et al.
2012). Comme les toxines Cry de Bacillus thuringiensis, elles ont un réle dans la dégradation des
cellules intestinales du nématode. Les Tc ont également un effet inhibiteur de la phagocytose
(Spinner et al. 2013). Cependant de récentes études suggerent que les Tc toxines restent fixées a la
surface bactérienne impliquant que l'ingestion de toute la bactérie est nécessaire pour induire une
toxicité et seules certaines souches de Photorhabdus peuvent produire une lipase potentielle Pdtl
capable de cliver la Tc toxine pour la relarguer dans le surnageant de culture (Yang et al. 2012). Bien
qgue le role des Tc toxines au cours de l'infection reste a élucider, Photorhabdus produit d’autres
molécules actives contre le systéme immunitaire de I'insecte. Par exemple, la cyclomoduline Cif est

capable de stimuler I'apoptose des cellules d'insectes (Chavez et al. 2010 ; Jubelin et al. 2009).
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La rhabduscine, un produit amidoglycosyl et vinyl-isonitrile dérivé de la tyrosine, peut inhiber
I'activité phénol-oxydase, une enzyme majeure du systeme immunitaire humorale de l'insecte
(Crawford et al. 2012). La phénol-oxydase (ou PO) est présente sous forme de pro-phénoloxydase
dans I'némolymphe de l'insecte. Apres infection, elle est clivée et devient active via une cascade
sérine protéase, la PO étant le dernier composant de la cascade. Elle permet entre autre la
mélanisation des corps étrangers en oxydant au départ des substrats phénoliques générant des
produits quinones de vie courte qui sont ensuite transformés en polymeére rigide a longue durée de
vie : la mélanine. Bien que la rhabduscine soit retrouvée dans le surnageant de culture de
Photorhabdus et que son réle dans la virulence est avéré chez Xenorhabdus, une bactérie
entomopathogeéne proche phylogénétiquement de Photorhabdus, son role chez Photorhabdus reste
a élucider.

La deuxieme composante humorale du systeme immunitaire de l'insecte est caractérisée par les
peptides antimicrobiens. Le LPS de la bactérie a un réle central dans la résistance aux peptides
antimicrobiens. Des mutants dans I'assemblage et/ou de la production de I'antigéne O du LPS ont
montré son réle dans la pathogénicité de la bactérie (Bennett et Clarke 2005). De méme, le systéme
a deux composantes PhoPQ présent chez Photorhabdus régule |'expression de l'opéron pbgPE
impliqgué dans l'ajout d’aminoarabinose sur le lipide A du LPS (Derzelle et al. 2004). Cette
modification permet de modifier la charge externe de la membrane bactérienne permettant une
résistance aux peptides antimicrobiens cationiques (Bennett et Clarke 2005).

Photorhabdus posséde plusieurs parades pour résister au systéme immunitaire de linsecte
(modifications de la surface, production de molécules actives), ceci permet a la bactérie de se
multiplier et de causer une septicémie responsable de la mort de linsecte. Le génome de
Photorhabdus est riche en genes codant pour des molécules actives contre l'immunité innée
(Duchaud et al. 2003 ; Crawford, Kontnik, et Clardy 2010) mais leurs fonctions sont redondantes ce

qui rend leur étude et leur caractérisation complexe.

41






Introduction du sujet/Objectifs

de la these

42






Photorhabdus luminescens est une bactérie entomopathogene avec un large spectre d'insectes. Elle
vit en symbiose dans I'environnement avec un nématode du genre Heterorhabditidae. Le nématode
chasse en quéte de nouveaux hotes insectes, une fois trouvés, il pénetre activement a travers la
cuticule de ce dernier et relargue la bactérie Photorhabdus dans I'hémolymphe. Le cycle de vie
complexe de cette bactérie nécessite une régulation fine et une adaptation a divers environnements
hostiles, chaque ordre ayant des spécificités dans les molécules antimicrobiennes produites
(différences entre les diptéres, et les Iépidoptéres notamment, Voir Ill- introduction générale). Une
fois dans l'insecte la bactérie est confrontée a deux types de défenses immunitaires : I'immunité
cellulaire et I'immunité humorale.

Une des premiéres défenses de I'insecte apres infestation est la mélanisation de corps étrangers suivi
peu apres par la production en masse de peptides antimicrobiens cationiques (CAMPS) (Haine et al.
2008). Photorhabdus doit pouvoir résister a ces antibactériens, et une des stratégies de résistance
aux CAMPs est la modification du LPS. Cette variété de niche bactérienne nécessite une adaptation
rapide et une des stratégies qui peut étre privilégiée est le bet-hedging. Cette stratégie est retrouvée
chez de nombreuses bactéries intracellulaires capables de faire de la variation de phase (Helaine et
Holden 2013). Dans le cas des entérobactéries, I'nétérogénéité de la population clonale est
généralement retrouvée que ce soit chez les pathogénes humains (S. Typhimurium), animaux (P.
luminescens) ou encore de plantes (E. carotovora). L'analyse au laboratoire du profil de résistance de
P. luminescens aux CAMPs a permis de mettre en évidence que les doses de CAMPs supportées par la
bactérie étaient trés élevées (> 250 pg/ml soit plus de 125 fois la dose inhibitrice, communément
admise, de polymyxine B contre les entérobactéries (2 ug/mL)). Cependant d'autres données (Pagés
et Givaudan, communication personnelle) ont montré que la résistance de P. luminescens n'était pas
une propriété adoptée par toutes les bactéries qui compose la population la population sauvage. En
effet, alors que la majeure partie de la population sauvage est sensible aux CAMPs une faible
proportion (quelques clones) est capable de résister a des doses tres élevées de CAMPs. Ces résultats
ont mis en évidence la présence d'une sous-population résistante aux CAMPs dans la population
sauvage. L’objectif général de mon travail de thése a été de caractériser ces deux sous-
populations sensibles et résistantes. Cependant certains points sur le régulon PhoP étaient a

éclaircir avant d’aborder ce point.

L'histoire de ce sujet de thése a démarré en 2004 lorsque Derzelle et al, ont montré le role du
régulon PhoPQ dans la virulence de la bactérie dans l'insecte. La nouveauté de ces travaux est que
c'était la premiére fois que ce TCS était identifié comme ayant un réle clé dans la virulence chez une

bactérie a cycle de vie extracellulaire dans un pathogéne animal. En effet, la plupart des travaux
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antérieurs sur PhoPQ avaient été réalisés sur des bactéries intracellulaires (Salmonella, Yersinia). Le
systéme a deux composantes PhoPQ régule 3% du génome de Salmonella dont pmrFHIJKLM un
analogue a pbgPE mais aussi pagP, paglL (cf Il- introduction générale) en réponse a des stimuli
extérieurs (Mg>, CAMPs, pH acide). Chez Photorhabdus, PhoPQ, permet la régulation des génes
pbgPE impliqués dans la modification du LPS. La majeure différence entre le régulon PhoPQ de
Salmonella et de P.luminescens est que chez Salmonella la régulation des genes pbgPE (ou
pmrHFIJKLM) est indirectement régulé par PhoP via un deuxieme systéme a deux composantes
PmrAB (figure 8). PmrD est une petite protéine qui sert de connecteur entre les deux systémes a
deux composantes et permet de relayer |'activation de PhoP jusqu'a PmrAB. Chez P. luminescens
aucun homologue ne code le systéme a deux composantes PmrAB, ni le connecteur PmrD. Cela pose
la question du systeme de régulation des génes impliqués dans la modification du LPS chez
P. luminescens. La régulation de pbgPE par PhoP est-elle directe comme chez Y. pseudotuberculosis
(pas de genes pmrAB) (Flamez et al. 2007), indirecte comme chez Salmonella ou y a t il un autre type

de régulation? Deux questions ont donc été posées durant cette these :

1- Le régulon PhoPQ chez P. luminescens : comment est-il régulé, structuré ?

2- Quel mécanisme controle I'apparition de la sous-population résistante? Quel est le rodle

biologique de cette sous-population in vivo?

P. luminescens appartient au genre Photorhabdus lui méme proche d'un autre genre de bactérie
entomopathogene : le genre Xenorhabdus. Chacun de ces deux genres est composé de plusieurs
especes de bactéries. Photorhabdus est composé de 4 espéces bactériennes dont P. luminescens a
laquelle appartient notre bactérie (P. luminescens sous espece laumondii TT01l). Le genre
Xenorhabdus est composé de 21 espéces (Tailliez et al. 2010) dont X. nematophila qui est I'espece la
plus décrite a ce jour. De précédents travaux (Abi Khattar 2009) ont mis en évidence la distribution
de la résistance aux CAMPs chez différentes especes de bactéries appartenant aux deux genres
bactériens. Au vue de notre sujet et qu'une population résistante peut étre subdivisée en plusieurs

sous-populations cela amene a se poser la question suivante a savoir :

3- L'hétérogénéité des populations est-elle un phénomeéne conservé au sein des genres

Xenorhabus/Photorhabdus?
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Analyse des sous-

populations






- Introduction

Initialement isolée a partir de son hote nématode (stade 1)), P. luminescens est utilisé au laboratoire
comme modele d'étude de l'interaction bactérie-insecte. Lors de son passage dans l'insecte, la
bactérie se retrouve en contact avec les CAMPs de l'insecte et résiste, mais elle peut également se
multiplier dans I'hémolymphe (pour synthése (Nielsen-LeRoux et al. 2012)). La caractérisation de
I'interaction bactérie-insecte passe par |'étude de la résistance aux CAMPs et la description de ce
mécanisme a permis de mettre en évidence |'existence d'une sous-population résistante aux CAMPs
(Sylvie Pages, Résultats non publiés). La premiere étape de ma thése a donc été de caractériser in
vitro cette sous-population résistante par rapport a la sous-population sensible par une approche
descriptive. Bien qu'ayant un cycle de vie proche les bactéries Photorhabdus et Xenorhabdus sont
tres différentes d'un point de vue génétique, régulation des génes et génomiques (Chaston et al.
2011). Actuellement, de nombreux critéres phénotypiques et génétiques permettent de distinguer
ces deux espéces bactériennes, mais cela n'a pas toujours été le cas ; en effet, P. luminescens étant
initialement prénommée Xenorhabdus luminescens. Le genre Photorhabdus a été créé en 1993 par
Boemare, Akhurst, et Mourant. Les différentes espéces sont classifiées grace a I'analyse
phénotypique (seul le genre Photorhabdus est luminescent), les analyses phylogénétiques par le
séquencage de I'ARN 16S et de différents génes du squelette génomique (Tailliez et al. 2010).
Actuellement il existe 21 espéces décrites de Xenorhabdus et 4 especes de Photorhabdus. La
collection du laboratoire contient 272 souches de Xenorhabdus isolées a partir de nématodes du
genre Steinernema, ainsi que 202 souches de Photorhabdus isolées a partir de nématodes du genre
Heterorhabditis. Parmi les 4 especes de Photorhabdus 3 ont principalement été décrites (P.
temperata, P. asymbiotica et P. luminescens), la quatrieme (P. heterorhabditis) n'ayant été identifiée
que récemment (Ferreira et al. 2014). P. temperata est subdivisé en 4 sous especes et P. luminescens
en 6 sous-especes dont P.luminescens subsp laumondii TTO1, notre modele d'étude. Ces deux
especes ont été isolées a partir de nématodes et seul P. asymbiotica a été isolé a partir de patients
australiens et américains (respectivement P. asymbiotica subsp australis et P. asymbiotica subsp
asymbiotica). Alors qu'elles n'étaient pas considérées comme symbiotique de nématodes, des
souches de P. asymbiotica subsp australis ont été isolées a partir d'Heterorhabditis (Gerrard et al.
2006). De précédents travaux (Abi Khattar 2009), avaient déterminés la résistance aux CAMPs et la
pathogénicité de 49 souches représentatives des genres Xenorhabdus et Photorhabdus. Cependant,
cette étude utilisait uniguement la CMI comme critére de résistance, or ce critere ne permet pas

d’observer de I’hétérogénéité des populations, nous avons donc réalisé des antibiogrammes afin

46






d'explorer I'hétérogénéité coloniale de la résistance de ces souches. Nous avons également estimé la
proportion de bactéries résistantes dans certaines souches. La compilation de ces résultats a pour
objectif de nous indiquer s'il existe une corrélation entre la présence de sous population résistante et

la virulence chez I'insecte.

I- Matériels et Méthodes

Souches et conditions de culture

Les souches de P. luminescens (TTO1, phoP et pbgE) sont cultivées a 28°C en LB. Le mutant phoP
(Table 1 annexe) a été construit par Derzelle et al 2004. Le mutant pbgE, quant a lui a été construit
par clarke et al 2005 et il est décrit en annexe table 1. Quand nécessaire les antibiotiques sont utilisés

aux concentrations suivantes, polymyxine B 100 pug/mL, ciprofloxacine 1 pg/mL.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Les CMI sont réalisées en plaque 96 puits avec une contenance maximale de 200 pL par puits. On
dépose dans tous les puits 100 plL de LB, la polymyxine B est ajouté dans le premier puits (100 pL) a
une concentration finale de 250 pug/mL, la colistine a 20 mg/mL, les cécropines A et B et la cécropine
A isolée a partir de Spodoptera frugiperda a 50 ug/mL, et diluée en cascade de puits en puits par un
facteur deux. Les souches de Photorhabdus et Xenorhabdus sont ensemencées au 1/25 et mises en
culture dans du LB a 28°C jusqu'a ce que la culture atteignent une DO comprise entre 0,6-0,8. Puis les
cultures sont diluées par 1000 dans du LB et 100 puL sont ajoutés a chaque puits de la plaque. Les
plagues sont mises a pousser a 28°C et le résultat est contrélé a 24 et 48 heures. Seuls les résultats a
48 heures sont indiqués ici. La CMI correspond a la concentration en CAMPs contenue dans le dernier

puits ayant permis une croissance de la bactérie.

Antibiogrammes

Les souches de Photorhabdus et Xenorhabdus sont ensemencées au 1/25 et mises en culture dans du
LB a 28°C jusqu'a ce que les cultures atteignent une DO comprise entre 0,6 et 0,8. Puis les cultures
sont diluées par 1000 en Mueller Hinton dans un volume final de 1 mL. Des boites de Petri contenant
du Mueller Hinton Agar (Biokar) sont inondées avec les 1 mL de la dilution au 1000éme et laissées
reposer 5 minutes puis I'excédent est enlevé. Ensuite, deux disques de papiers stériles non

imprégnés sont déposés sur les boites a distance suffisante du bord et du deuxieme disque. 10 plL de
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la solution mére de polymyxine B (50 mg/mL) sont déposés sur le premier disque et 10 pL de
polymyxine B diluée au 10éme sont déposés sur le second disque correspondant respectivement a

500 pg et 50 pg de polymyxine B finale. Les boites sont incubées 48 heures a 28°C.

Evaluation du pourcentage de bactéries résistantes par CFU

Les souches de Photorhabdus et Xenorhabdus sont cultivées en LB a 28°C jusqu'a une DO comprise
entre 0,6 et 0,8. Une aliquote de culture est prélevée, lavée une fois en PBS (sans Ca® sans Mgz+) et
diluée en LB. 100 pL de la dilution souhaitée est étalée sur gélose nutritive (GNO) avec et sans
polymyxine B 100 pug/mL. Les boites sont ensuite incubées a 28°C. Au bout de 48 heures le nombre
de colonies sur chaque boite est comptabilisé et le pourcentage de résistance est évalué en divisant
le nombre de colonies dénombrées sur gélose nutritive (GNO) + polymyxine B divisé par le nombre

de colonies dénombrées sur GNO, le tout multiplié par 100.

Evaluation du pourcentage de bactéries persistantes dans la population.

La souche P. luminescens TT01 a été ensemencée au 1/100éme dans du LB. En phase exponentielle
(DO entre 0,7 et 0,8), un échantillon est prélevé, lavé dans du PBS (sans Mg”" sans Ca®’) et étalé sur
boite LB-Agar + pyruvate 0,1% et LB-Agar, pyruvate 0,1% et ciprofloxacine 2mg/mL (Somvanshi et al.
2012), ceci nous permettra d'avoir la valeur de référence du nombre de bactéries dans le milieu. Puis
la ciprofloxacine est ajoutée a une concentration finale de 1pug/mL. Une aliquote est prélevée toutes
les 30 minutes pendant 3 heures et étalée sur milieu LBA-pyruvate 0,1% et LBA-pyruvate 0,1%-
ciprofloxacine 2 mg/mL. Les boites sont comptabilisées apres 48 heures d’incubation. Le rapport du
nombre de bactéries poussant sur LBA-pyruvate 0,1% apres et avant I'ajout de la ciprofloxacine dans
le milieu permet d'obtenir le pourcentage de bactéries persistantes. Ces expériences ont été

réalisées en triplicats.

Bioessais de pathologie chez I'insecte

Les larves de Spodoptera littoralis sont élevées avec une photopériode de 12 heures sur un milieu
artificiel a 24°C. Les stades larvaires L5 ont été sélectionnés pour les bio-essais et stérilisés dans de
I'éthanol 70% (v/v) avant injection. Grace a une seringue Hamilton des groupes de 20 larves sont
injectés avec 10° CFU de bactéries en phase exponentielle de croissance dans un volume total de
20 pL. Les larves ainsi injectées ont été incubées pendant plus de 96 heures et la mortalité des
insectes est dénombrée au cours du temps. Travaux réalisés par injection directe dans l'insecte

Spodoptera littoralis (noctuelle) dans le cadre de la thése de Z. Abi Khattar (Abi Khattar 2009).
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Tableau 1 : Evaluation de la concentration minimale inhibitrice de plusieurs CAMPs sur la souche

sauvage et deux mutants avirulents de P. luminescens.

Strains MIC (ug/mL) (minimal inhibitory concentration)
colistin Cecropin A Cecropin B Cecropin A (S. polymyxine B
frugiperda)
TT01 >10.000 >25 >25 >50 >250
phoP mutant 20 1.56 6.25 6-12 1-3
pbgE mutant <20 7.8-15.5 3.9-7.8 6-12 0.2-0.5




[IlI- Résultats et discussion

Mise en évidence de |la sous population résistante.

La premiére étape de ce travail de these a tout d'abord été de reconfirmer les précédents résultats
obtenus avec P. luminescens TT01 et de les enrichir avec de nouvelles souches. Ainsi, la
concentration minimale inhibitrice de CAMPs a été évaluée sur la souche sauvage TTO01 ainsi que sur
deux mutants phoP et pbgE impliqués dans la modification du LPS par ajout d'un amino-arabinose au
niveau du core du lipide A entrainant une modification globale de la charge bactérienne de négative
a positive (Guo et al. 1997). Plusieurs CAMPs ont été testés : ceux existant chez les insectes comme
les cécropines A et B (SIGMA) et de S. frugiperda et ceux produits par des bactéries comme la
polymyxine B et la colistine (polymyxine E). Les CMlIs envers les CAMPs ont été évalués (tableau 1).
La souche sauvage TTO1 résiste a de tres fortes concentrations (>125 pg/mL) de polymyxine B et les
valeurs de résistance sont également élevées pour les autres CAMPs, alors que le mutant phoP voit
sa croissance inhibée dés 1-3 pg/mL de polymyxine B ce qui en fait un mutant hypersensible. Il en est
de méme pour le mutant pbgE qui est inhibé entre 0,2 et 0,5 pg/mL de polymyxine B. Le profil est
similaire pour les autres CAMPs, la souche sauvage est résistante a de tres fortes doses et les
mutants sont inhibés a de trés faibles doses. La polymyxine B est un cyclopeptide cationique produit
par la bactérie Bacillus polymyxa. La société francaise de microbiologie (SFM) a estimé que les
bactéries a croissance rapide, parmi lesquelles on trouve les entérobactéries, étaient inhibées des
des concentrations de 2 pg/mL (Abi Khattar 2009), ce qui fait de TTO1 une souche particulierement
résistante (plus de 75 fois plus résistante) alors que les mutants sont bien, quant a eux, dans la zone
de sensibilité. Ces résultats confirment également les premiers résultats du laboratoire (Abi Khattar
2009 ; Pages Sylvie). A la vue de ces résultats la souche sauvage TT01 apparait comme résistante, les
mutants comme sensible (pbgE) ou a la limite (phoP) mais rien ne laissait supposer que la population
de TTO1 puisse étre hétérogene.

Cependant, lorsque I'on réalise des antibiogrammes sur ces mémes souches (figure 19 et article 2) on
peut voir que le profil de résistance de la population sauvage est hétérogéne et non pas homogene.
En diffusant dans la gélose, la polymyxine B crée un gradient de concentration qui permet d'évaluer
la résistance ou la sensibilité d'une bactérie envers un antibiotique. Pour la souche sauvage, quelques
clones sont capables de pousser dans le halo d'inhibition de croissance de la polymyxine B. Cela
signifie que seuls quelques clones sont réellement résistants a la polymyxine B alors que la majeure

partie apparait sensible. Pour les deux mutants sensibles phoP et pbgE, aucun clone n'est capable de
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Figure 19 : Présence de deux sous-populations chez la souche sauvage TT01. Dans le cercle rouge :
clone capable de pousser en présence de polymyxine B. Les quantités sur les figures correspondent a
la dose de polymyxine B déposée sur le filtre au centre du halo.



pousser dans le halo d'inhibition ce qui est cohérent avec les résultats obtenus par CMI et confirme la

sensibilité globale de ces souches envers les CAMPs.

Persistance ou résistance ?

Le premier exemple qui vient a l'esprit lorsque l'on parle de résistance aux antibiotiques est la
persistance bactérienne. La persistance est un état de dormance de la bactérie (Gefen et al. 2008 ;
Moyed et Broderick 1986). Comme précisé en introduction, lorsque la bactérie se retrouve en
présence d'antibiotique, la plupart de la population meurt excepté quelques bactéries qui résistent
et survivent grace a un arrét de leur croissance. Il faut attendre le retrait de I'antibiotique du milieu
pour que la croissance puisse reprendre. La résistance aux antibiotiques en revanche représente des
bactéries capables de se multiplier et de se diviser en présence d'antibiotiques. La présence de
colonies dans le halo d'inhibition de croissance de I'antibiogramme nous permet de dire que les
bactéries sont bien capables de se multiplier en présence de CAMPs méme a fortes concentrations
(clones pouvant pousser pres de la pastille ou la concentration en polymyxine B est la plus forte).
Nous avons également quantifié la persistance de TTO1 liée a la présence de ciprofloxacine dans le
milieu. La ciprofloxacine appartient a la classe des fluoroquinolones et cible les enzymes
bactériennes comme I'ADN gyrase ou la topoisomérase IV empéchant ainsi la multiplication
bactérienne. Nous avons choisi cet antibiotique et non des CAMPs pour évaluer la persistance car il a
été montré chez les insectes que les CAMPs permettaient un contrble des bactéries persistantes en
les éliminant aprés infection (Haine et al. 2008). Lorsque la ciprofloxacine est ajoutée au milieu a une
concentration finale de 1 pg/mL, on a pu estimer que le nombre de bactéries persistantes était de
0.09% ce qui représente un log de moins que le pourcentage de bactéries résistantes évalué dans la
population sauvage de Photorhabdus (nb : 0,5% cf article 2) contre >0,15% et 0,003% de bactéries
persitantes respectivement pour les formes M et P de P. luminescens (Somvanshi et al. 2012). En
conclusion, nous avons bien un phénomene de résistance active d’une sous-population chez la

souche P. luminescens TTO1.

L’hétérogénéité phénotypique de la résistance chez Photorhabdus

Le tableau figure 20 regroupe toutes les données sur différentes souches de Photorhabdus prises au
sein des 3 espéces les plus décrites. Plusieurs profils sont retrouvés au sein du genre Photorhabdus.
Nous avons nommé 3 profils d'état bactérien (voir photos figure 20): le profil homogéene sensible (S)
lorsque le halo d'inhibition de croissance est sans clone (ex: mutant phoP, souche US3105/77), le
profil homogeéne résistant (R) lorsque le tapis bactérien est au contact du filtre (souche AU9802397)

et enfin le profil hétérogene (H) (souche Meg) lorsque I'on est dans la situation de TTO1 a savoir il n'y
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CMI Antibiogramme CFU TL., (heures)
SOUCHE Nématode associé Conc. ug/mL 500 pg %R S. littoralis

XLNach p.t.temperata H. megidis 62.5-125 pg/mlL R ND 175 h Profil homogéne sensible ()
Meg P.t.khanii H. megidis >125 pg/mL H 6.15% 42 h
T327t P.t.tasmaniensis H. zealandica >125 ug/mL H 3.7% ND
CIP108428t |P.l.khayaii H. bacteriophora >125 pg/mL H 0.04% 40h
FRGO4t P.l.akhurstii H. indica >125 ug/mL H 0.73% 37h

Hbt P.l.luminescens H. bacteriophora >125 ug/mL H 0.19% 28 h
IAu9802892t |P.as.australis Patients humains >125 ug/mL R 74.62% 49h
US3105/77 [P.as.asymbiotica  |Patients humains 1pg/mL S 0% 120 h
IAU9802336 |P.as.australis Patients humains >250 ug/mL H ND 49h
IAUSN98-1  |P.as.australis Patients humains >250 ug/mL R ND ND

AU 9802397 |P.as.australis Patients humains >250 ug/mL R ND 26 h
US1216/79 [P.as.asymbiotica Patients humains >250 ug/mL H ND ND

US 2407/88 [P.as.asymbiotica  |Patients humains >250 ug/mL H ND ND

US 3265/86t [P.as.asymbiotica  |Patients humains >125 ug/mL H ND 33h

JP 163 P.as.asymbiotica? [Nonidentifié >250 ug/mL H ND ND

JP 40 P.as.asymbiotica? |Nonidentifié 62.5-125 pg/mL H ND ND

Figure 20: Hétérogénéité des populations au sein du genre Photorhabdus. Les résultats des
antibiogrammes, CMI et CFU sont listés dans le tableau lorsqu’ils ont pu étre déterminés (ND = non
déterminé). %R désigne le pourcentage de bactéries résistantes a la polymyxine B évalué par CFU.
TLso désigne le nombre d’heures nécessaire a la bactérie pour tuer 50% de larves de Spodoptera
littoralis. Toutes les especes de Photorhabdus sont en association avec un nématode du genre
Heterorhabditis simplifié par la nomenclature H. dans le tableau. Les photos illustrent les trois types
de profils retrouvés dans I'environnement. Les profils bactériens sont indiqués comme suit (S) profil
homogene sensible, (R) profil homogene résistant et (H) profil hétérogéne.



a que quelques clones dans le halo d'inhibition de croissance. Ces trois profils sont retrouvés chez
Photorhabdus avec une majorité de souches a profil H, quatre souches a profil R et une seule a profil
S. Il est intéressant de noter que la souche P. asymbiotica US3105/77 est la seule homogéne sensible,
or les souches de P. asymbiotica sont pathogenes pour I'hnomme et de plus, cette souche ne présente
pas les régions impliquées dans la colonisation du nématode (Gaudriault et al. 2006). A l'inverse un
autre isolat clinique (Au9802892t) a un profil R avec plus de 74% de la population qui résiste a la
polymyxine B et une CMI >125ug/mL. La souche XLNach en revanche a un profil R avec une CMI
entre 62.5 et 125ug/mL, or elle est complétement avirulente pour l'insecte S. littoralis et il a été
montré que cette souche, comme la souche US3105/77, ne possédait pas non plus les régions
impliquées dans la colonisation du nématode (Gaudriault et al. 2006). Tous les profils hétérogenes H
ont des CMI élevés et des CFU entre 0,04% et 6%, avec des TLsq proches de notre modele d'étude P.
luminescens TTO1 a savoir 35 heures. |l est intéressant de noter que la souche P. luminescens khayaii
CIP 108428t ne présente que 0,04% de bactéries résistantes a la polymyxine B et pourtant elle tue
I'insecte avec une TLsy proche de TTO1 et présente un profil de CMI tres résistant. Ainsi on peut voir
qu'il suffit qu'une trés faible proportion de la population sauvage soit résistante aux CAMPs pour
induire tout le phénomeéne de pathogénicité chez Photorhabdus. On peut également établir une
corrélation chez Photorhabdus entre résistance et virulence. En effet, hormis la souche XLNach de
P. temperata (résistante et avirulente) qui apparait comme la seule exception dans ce crible de 16
souches de Photorhabdus, toutes les autres présentent une corrélation entre leur capacité a résister

aux CAMPs et leur capacité a tuer l'insecte.

L’hétérogénéité phénotypique de la résistance chez Xenorhabdus

Plusieurs souches de Xenorhabdus ont également été testées au laboratoire, des souches décrites
comme virulentes et d'autre comme avirulentes pour l'insecte (Tableau 2). Aucune souche ne
présente de profil homgéne R, elles sont soit a profil S soit a profil H. On peut voir que chez
Xenorhabdus, il n'y a pas de corrélation entre hétérogénéité, pourcentage de résistants dans la
population et virulence dans l'insecte. La souche de X. bovienii CS03 est avirulente pour l'insecte avec
une CMI <1 pg/mL et 0% de sa population résistante aux CAMPs. En revanche, la souche X. hominickii
KRO1 a une CMI >125 pg/mL, 34% de sa population résistante a la polymyxine B mais elle est
complétement avirulente pour l'insecte. De la méme maniére la souche de X. bovienii Si est virulente
pour l'insecte avec une TLsy de 27 heures, une CMI 125 pg/mL et seulement 0,18% de sa population
résistante a la polymyxine B.

Alors que chez Photorhabdus 0,04% de bactéries résistantes suffisent a tuer l'insecte chez

Xenorhabdus 34% de bactéries ne suffisent pas a étre virulent pour l'insecte. Ceci rejoint les
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Tableau 2: Hétérogénéité des populations au sein du genre Xenorhabdus. Les résultats des

antibiogrammes, CMI et CFU sont listés dans le tableau. %R désigne le pourcentage de bactéries

résistantes a la polymyxine B évalué par CFU. TLs, désigne le nombre d’heures nécessaire a la

bactérie pour tuer 50% des insectes. Ici les tests pathologiques ont été réalisés sur des larves de

Spodoptera littoralis. Toutes les especes de Xenorhabdus sont en association avec un nématode du

genre Steinernema simplifié par la nomenclature S. Dans le tableau les profils bactériens sont

indiqués comme suit (S) profil homogéne sensible et (H) profil hétérogene.

TLso
CMI Antibiogramme|CFU (heures)

SOUCHE Nématode associé |Conc. pg/mL 500 ug %R S. littoralis
KRO1 X.hominickii S. sarii > 125 pg/mL H 34.76% 175
Q58t X.beddingii Steinernema sp > 125 pg/mL H 0.94% 175 h
VNO1 Xenorhabdus sp.  [S. sangi > 125 pg/mL H 0.04% 50 h
DSM16342 |X.budapestensis |S. bicornutum >125 pg/mL S 0% 90 h
Si X.bovienii S. intermedium > 125 pg/mL H 0.18% 27 h
Ql X.miraniensis Steinernema sp > 125 pg/mL H 0.02% 175 h
PRO6-A X.romanii S. puertoriconse  [0.98 pg/mL S 0% 175h
CS03 X.bovienii S. weiserii 0.98 pg/mL S 0% 175 h
\VCO1 X.mauleonii Steinernema sp > 125 pg/mL H 6.81% 175 h
DSM17382 |X.indica S. thermophilum  |> 125 pg/mL H 0.004% 60 h




conclusions de Duvic et al. 2012 qui suggére que les bactéries du genre Xenorhabdus auraient
développées différentes stratégies afin de contourner les défenses humorales soit en augmentant

leur résistance aux CAMPs soit en empéchant leur expression.

Conclusion

Le phénomene d'hétérogénéité observé chez TTO1l est retrouvé conservé au sein des genres
Photorhabdus et Xenorhabdus, en revanche la corrélation entre hétérogénéité et virulence chez
I'insecte semble plus conservée chez Photorhabdus, contrairement au sein du genre Xenorhabdus ou
aucune corrélation n'a été mise en évidence. L'apparition de la sous-population résistante chez TT01
est dépendante de PhoP. En effet, le mutant phoP ne présente plus de clone dans le halo d'inhibition
de croissance et les CMI des mutants confirment que le mutant phoP ne peut plus résister aux
CAMPs. Ces résultats sont également cohérents avec les résultats publiés par Derzelle et al 2004.
PhoP apparait donc comme un élément clé dans I'apparition de la sous population résistante.

Chez Salmonella, PhoP régule de nombreux genes en plus des génes de modification du LPS, en
revanche chez Photorhabdus, le régulon PhoP a été trés peu étudié. Afin de mieux comprendre et
caractériser la sous-population résistante, nous avons entrepris de décrire plus en détail ce régulon

(voir ci-dessous).
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Chapitre Il :

Le régulon PhoP






- Introduction

Chez les entérobactéries, de nombreux génes sont importants pour la pathogénicité comme la
capsule qui s'oppose a la phagocytose, les systemes de captation des ions fer indispensables a la
multiplication bactérienne, les adhésines avec le role prédominant des pili, les toxines comme les
endotoxines, les entérotoxines et les cytotoxines et enfin les protéines de la membrane externe et le
LPS permettant un échappement face aux molécules bactéricides présentes chez I'hote (ex:
complément chez I'homme, CAMPs chez l'insecte). Parmi cette derniere classe, on trouve un
régulateur majeur de la modification du LPS décrit chez de nombreuses entérobactéries comme
Salmonella, Yersinia, E. coli et Erwinia : le systéeme a 2 composants : PhoPQ. Les approches globales
de transcriptomique et protéomique ont permis de mettre en évidence de nombreux génes comme
étant directement ou indirectement régulé par PhoP. Le modeéle le plus communément admis de
régulon PhoP est le modeéle Salmonella/E. coli avec PhoP régulant de maniére indirecte les génes de
modification du LPS pbgPE via un second systéme a deux composantes PmrAB (voir figure 8). Or
certaines exceptions au dogme ont été décrites, par exemple chez Y. pseudotuberculosis la régulation
de pbgPE se fait de maniere directe indépendamment de PmrAB (Flamez et al. 2007). Aussi, la
question de quel type de régulation est retrouvé chez Photorhabdus se pose.

Chez Photorhabdus, aucune de ces approches globales n'a été publiée et le régulon PhoPQ reste peu
décrit. Dans ce chapitre, plusieurs genes candidats ont été testés pour définir leur appartenance au
régulon PhoP. De précédents travaux du laboratoire utilisant des puces a ADN afin de comparer
I'expression des génes dans la population sauvage par rapport au mutant phoP avaient été réalisés
(Gaudriault, communication personnelle). Cependant I'hétérogénéité de la population (voir Chapitre
II) n'ayant pas été mise en évidence a cette époque, peu de résultats étaient reproductibles. Parmi
les génes différentiellement exprimés entre la souche sauvage et le mutant phoP (et donc dépendant
de PhoP), le géne ail (Adhesion and invasion locus) était celui qui avait la plus forte différence
d'expression (Gaudriault et Lanois, communication personnelle). Ail appartient a la grande famille de
protéines Ail/PagC/OmpX. Initialement décrit chez Yersinia, Ail posséde un rble dans la virulence,
I'attachement et l'invasion des cellules. Dans le génome de P. luminescens TTO1 (Duchaud et al.
2003), deux paralogues d’ail sont retrouvés et nommés aillp et ail2y. Alors que le réle de aillp reste
a élucider, ail2p aurait un role dans la résistance au sérum lorsqu'il est exprimé chez E. coli
(Mouammine et al. 2014). Comme c'est le cas pour pagC chez Salmonella (cf introduction générale
page 16), pagC de Photorhabdus pourrait appartenir au régulon PhoP. Aussi nous avons démontré

gu'au sein de la famille Ail/PagC de Photorhabdus, seul ailly appartenait au régulon PhoP en
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revanche du point de vue biologique, seul gil2; semble avoir un réle dans la résistance au sérum chez

Photorhabdus alors que les roles de aillp et pagC restent a élucider (article 1).

Nous avons obtenu des résultats complémentaires en utilisant la méme démarche sur d’autres genes
comme pbgP et pbgE qui correspondent au premier de chacun des deux groupes de génes
appartenant a I'opéron pbgPE (figure 8) et avaient été décrit comme PhoP-dépendant par Derzelle
et al. 2004. Le mutant pbgE est notamment sensible a la polymyxine B et présente un défaut de
colonisation des lJs et de virulence (Bennett et Clarke 2005). pbgEl est homologue au gene pmrK
chez Salmonella qui joue un role dans la fixation de I'aminoarabinose sur le lipide A. Nous avons pu
démontrer que ces deux génes étaient également des marqueurs du régulon PhoP et grace a ces
marqueurs un inducteur du systeme PhoPQ chez Photorhabdus a pu étre validé. Dans ce chapitre
nous avons donc décrit, dans une premiére partie, un peu plus le régulon PhoP (recherche de
marqueurs et de signaux inducteurs), puis, dans une seconde partie, nous avons présenté un
exemple de régulation PhoP-dépendante en décrivant plus en détails le réle et la régulation des

génes ail chez Photorhabdus.

lI- Matériels et Méthodes

Souches et conditions de culture

Les souches de P. luminescens sont cultivées a 28°C en LB ou en milieu minimum M9 supplémenté de
0,1% de casamino acides, 0,41 mM d'acide nicotinic, 9,1 mM de pyruvate de sodium, 0,2 % de
glycérol et de 0,1 mM de CaCl,. Quand nécessaire, les antibiotiques sont utilisés aux concentrations

suivantes : kanamycine (Km) 20 pg/ml, polymyxine B 100 pg/ml.

Analyse du régulon PhoP par RT-gPCR

Les souches TTO1 et phoP sont cultivées en LB a 28°C. Lorsque la DO atteint environ 0,4, une aliquote
est prélevée et les ARN en sont extraits en utilisant le kit Qiagen RNeasy miniprep incluant un
traitement a la DNAse. Pour chaque extraction I'ARN a été controlé par PCR sur le géne 16S afin
d'évaluer sa contamination par de I'ADN. Sa qualité et sa quantité ont été évaluées par analyse sur
un agilent 2100 bioanalyzer en utilisant les RNA 6000 nano lab chip kit et au spectrophotometre
nanodrop 2000 respectivement. Les RT-qPCR ont été réalisées comme précisé dans les articles 1 et

2. Les résultats présentent le rapport entre le mutant phoP et la souche sauvage.
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Construction des fusions Ppugpe-afp[AAV] et Pppgpe-gfp[mut3]

Des plasmides exprimant soit le gene rapporteur gfp[AAV] soit le géne gfp[mut3] correspondant
respectivement a une GFP déstabilisée et a une GFP stable sous le contréle du promoteur de pbgPE
ont été construits en utilisant une méthode décrite dans I'article 2. Brievement, un fragment de 198
pb en amont du géne pbgPE a été amplifié par PCR a partir de I'ADN de TTO1 en utilisant les amorces
listées en annexe Table 2 contenant les amorces Kpnl et Xbal puis cloné dans les plasmides a partir
des mémes sites. Ces constructions ont été transférées par conjugaison dans les souches TT01 et

phoP.

Recherche d'inducteurs du systeme

La souche TTO1/Pu.pe-gfp[mut3] a été cultivée dans une plaque 96 puits. Pour chaque puits une
dilution au 1/1000 d'une culture overnight a été ajoutée soit au milieu LB supplémenté de
Kanamycine et de différents inducteurs (ACP 2, 5, 10, 15, 20, 40 et 50 mM, acétate 20 mM, MgSO4
50 mM, KCI 50 mM, CuSO4 1mM, 2-2' dipyrydil 0.2 mM, EDTA 50 uM et glucose 1%). Soit en milieu
minimum M9 supplémenté de Kanamycine et de MgS0O4 a différentes concentrations (10 uM et
10 mM). Puis, la plaque est mise a incuber a 28°C pour 45 heures avec agitation dans un lecteur de
microplaque Infinite (TECAN). L'absorbance a 600 nm et l'intensité de la fluorescence de la GFP
(excitation a 485 = 4.5 nm; émission a 520 + 10 nm) sont mesurés toutes les 30 minutes. La
fluorescence spécifique est obtenue en divisant les unités de fluorescence au maximum d'expression
par la valeur de I'absorbance. Les résultats présentés ici ont été normalisés par rapport a la valeur de
fluorescence spécifique obtenue en LB sans inducteur. Afin de savoir si certains inducteurs ont un
effet sur la proportion de sous-population résistante, nous avons étalés la souche sauvage sur des
milieux nutritifs avec ACP 50 mM ou 2'-2 dipyrydyl 0,2 mM et sur milieux nutritif avec ACP 50 mM ou
2'-2 dipyrydyl 0,2 mM + polymyxine B 100 pg/mL. Le méme protocole a été réalisé sur des milieux
minimum M9 supplémentés avec différentes concentrations en MgS04 (inductrices 10uM et

inhibitrices 10mM) avec et sans polymyxine B.

[lI- Résultats et Discussion

Conservation des protéines PhoPQ

Nous avons tout d'abord comparé les protéines PhoP et PhoQ entre plusieurs entérobactéries en

utilisant les logiciels BLAST de MAGE et NCBI. En effet, des divergences ou des ressemblances
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pourraient nous orienter vers une meilleure compréhension du fonctionnement de la protéine et une
meilleure appréhension de son régulon (figure 21 et 22). En ce qui concerne la protéine PhoP, il y a
respectivement 70%, 73%, 74% et 68% d'identité de séquence protéique entre PhoP de
Photorhabdus et PhoP des Salmonella (Typhimurium et indica), Y. enterocolitica, Y. pestis, et Erwinia.
Les régions les plus conservées sont la région N-terminale qui contient un site de phosphorylation
trés conservé parmi toutes ces entérobactéries et I'environnement de ce site est aussi conservé
(partie verte figure 21). De méme la région de dimérisation est conservée entre les protéines. En
revanche la partie C-terminale est plus divergente, sans doute du fait de cibles différentes selon les
especes bactériennes observées.

Pour PhoQ, on trouve 57%, 69%, 68% et 63% d'identité de séquence protéique respectivement entre
PhoQ de Photorhabdus et celui de S. Typhimurium, Y. pestis, Y. enterocolitica et Erwinia.
Contrairement a PhoP, dans le cas de PhoQ, c'est la partie C-terminale qui est la plus conservée entre
les différentes especes alors que la partie N-terminale est divergente (figure 22). Ceci peut
s'expliquer par la forte complémentarité entre PhoQ et son partenaire PhoP. En effet, la spécificité
entre les partenaires permet d'éviter tout-cross talk entre plusieurs systémes a deux composantes
(Podgornaia et Laub 2013). En revanche les parties N-terminale contenant le domaine senseur sont
plus différentes. Ceci peut s'expliquer par la variété de signaux inducteurs que chaque protéine peut
sentir. Cependant a I'heure actuelle il a été démontré que les CAMPs, le Mg, et le pH acide étaient
des inducteurs du systéme chez Salmonella (Groisman 2001), Yersinia (Flamez et al. 2007), seul le
Mg a été montré comme étant un inducteur de PhoPQ chez Photorhabdus (Derzelle et al. 2004 ;
Mouammine et al. 2014). L'hypothése la plus probable est que les signaux identifiés sont les mémes
car ils seraient généralistes ou encore parce qu'ils fonctionnent mieux in vitro qu'in vivo, mais il est
fort probable (notamment pour Photorhabdus) qu'il reste plusieurs signaux a découvrir qui

pourraient varier d'une espéce a une autre selon leur mode de vie et leurs niches écologiques.

Caractérisation de genes marqueurs appartenant au régulon PhoP

Les ARN prélevés sur des cultures de TTO1 et phoP en début de phase exponentielle ont été purifiés
et 'expression de génes candidats a été comparée par RT-qPCR (figure 23). Comme attendu (du fait
de la présence de l'interposon), I'expression de phoP est complétement abolie dans le mutant phoP.
De la méme fagon, pbgP est 100 fois moins exprimés dans le mutant phoP par rapport a TTO1. pbgE,
aillp et ail2p sont respectivement 5 fois moins, 15 fois moins et équivalent dans leur expression.
Nous confirmons que pbgP, pbgE (Derzelle et al. 2004) et aill, (Mouammine et al. 2014) sont bien
des génes PhoP-dépendant. Il apparait que I'expression de pbgE est certes réduite mais cela semble

négligeable en comparaison de |'expression de pbgP. Une hypothése pouvant expliquer ce résultat
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Figure 23 : Identification des genes PhoP-dépendants par RT-gPCR. Les données présentent
I’expression des génes dans le mutant phoP et dans la souche sauvage. Les écarts types représentent
les triplicats techniques. Les résultats significatifs (p value <0.05) sont annotés avec un astérisque (*).
Les résultats et I'analyse statistique ont été traités par le logiciel ROCHE.



serait la présence d'un promoteur en amont de pbgE (aprés le dernier gene de pbgP : pbgP4 et avant
le premier gene de pbgE : pbgE1 ; voir régulon figure 8) et indépendant de PhoP. La régulation PhoP-
dépendante de pbgEl quand a elle sera d( au polycistron de 7 génes permettant de transcrire
I'ensemble de I'opéron pbgP et pbgE. La régulation d’ail2; en revanche semble indépendante de

PhoP chez TTO1. Aussi, aillp et pbgP sont de bons marqueurs du régulon PhoP.

Les inducteurs du systeme PhoPQ chez Photorhabdus.

Nous avons choisi de suivre la dynamique de I'expression de pbgPE au cours du temps en présence
de plusieurs inducteurs différents. En effet, alors que le Mg, le pH acide et les CAMPs ont été
décrits comme des inducteurs chez Salmonella, les seules données actuelles chez P. luminescens sont
les travaux de Derzelle et al 2004 qui montrent que pbgP et phoP ont une expression dépendante du
Mg et que phoP répond aussi au Ca** comme cela a été démontré chez Salmonella. Afin de pouvoir
tester d'autres inducteurs du systéme, nous avons construits deux fusions transcriptionnelles, une
entre le promoteur de I'opéron pbgPE et une GFP stable (gfp[mut3]), une entre le méme promoteur
et une GFP déstabilisée (gfp[AAV]) avec une demi-vie de 30 minutes chez E. coli. L'avantage d'une
GFP instable par rapport a une GFP stable est que cela permet de suivre l'activation du promoteur
des génes de résistance au cours du temps et donc d'avoir un suivi dynamique. Cependant, avec les
fusions instables, le signal était trop faible pour pouvoir étre détecté au microfluorometre (cf
chapitre IV. en relation avec le faible nombre de cellules fluorescentes), c'est pourquoi nous avons
utilisé une GFP stable qui va permettre de cumuler le signal GFP (figure 24). Nous avons testés
plusieurs inducteurs comme |'acétyl-phosphate qui permet une activation de PhoP indépendamment
de PhoQ, I'acétate qui appartient a la voie de biosynthese de I'acétyl-phosphate (ACP), le MgS04, le
KCI, et le CuSO4 tous produisant des cations divalents or plusieurs cations divalents activent PhoP
chez Salmonella (Mn**, Mg2+, Ca’"), 'EDTA qui va complexer les cations divalents du milieux de
culture, le 2-2'-Dipyridyl qui complexe les ions Fe** du milieux (le Fe* est le signal d'activation de
pbgPE via PmrAB chez Salmonella), et enfin le glucose 1% (figure 24).

Nous avons également testé des concentrations sub-optimales de polymyxine B (concentrations
testées : de 1,25 pg/mL a 0,08 pug/mL). Cependant les expériences étaient peu reproductibles (la
valeur de concentration sub-optimale variant entre chaque expérience). On a pu néanmoins observer
que les concentrations sub-optimales de polymyxine B n'augmentaient pas le signal de fluorescence.
Seuls quelques inducteurs sortent du lot avec un facteur de multiplication du signal de fluorescence
par environ 2. On retrouve I'ACP 50 mM, le 2'-2 dipyrydyl 0,2 mM et le MgS04 10 uM. En revanche le
MgS0O4 10 mM diminue le signal GFP par environ 5 (figure 24). Afin de savoir si les inducteurs

sélectionnés ont un effet sur la proportion de sous-populations résistantes, nous avons réalisés des
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Figure 24 : Recherche d’inducteurs du régulon PhoPQ. L’expression du promoteur pbgPE fusionné a
la GFP dans la souche TTO1 a été mesurée en présence de différents inducteurs dans le milieu LB
(sauf pour I'encadré rouge ol le milieu utilisé est le milieu minimal M9). Les résultats présentent un
ratio d’augmentation ou de diminution du signal dans la condition avec inducteur par rapport a la
condition sans inducteur (LB seul) calculé a partir du pic d’expression de chaque condition.
Expériences réalisées en triplicat.



CFU sur des milieux en présence d'un inducteur et avec ou sans polymyxine B. Le 2'2- dipyrydyl n'a
pas donné de résultat car il a un effet négatif sur la croissance bactérienne sur boite et I'effet de
I’ACP sera discuté dans le chapitre IV. Les résultats MgS04 ont été confirmés par RT-qPCR ou on
observe une augmentation de la transcription des genes a 10 uM de MgS04 par rapport a 10 mM
(voir article 2). Cela confirme que le MgSO4 est bien un inducteur du systéeme PhoPQ et le seul
identifié chez Photorhabdus parmi toute la liste d'inducteurs testés. Ce résultat est analogue a ce qui

a déja été découvert chez les autres entérobactéries (Salmonella, Yersinia, E. coli).

Un exemple de régulation PhoP-dépendant : le cas de aillp (Article 1)
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Among pathogenic Enterobacteriaceae, the proteins of the Ail/OmpX/PagC family form
a steadily growing family of outer membrane proteins with diverse biological properties,
potentially involved in virulence such as human serum resistance, adhesion and entry
into eukaryotic culture cells. We studied the proteins Ail/lOmpX/PagC in the bacterial
Photorhabdus genus. The Photorhabdus bacteria form symbiotic complexes with
nematodes of Heterorhabditis species, associations which are pathogenic to insect
larvae. Our phylogenetic analysis indicated that in Photorhabdus asymbiotica and
Photorhabdus luminescens only Ail and PagC proteins are encoded. The genomic
analysis revealed that the Photorhabdus ail and pagC genes were present in a unique
copy, except two ail paralogs from P. luminescens. These genes, referred to as ail1PI
and ail2PI, probably resulted from a recent tandem duplication. Surprisingly, only ail1PI
expression was directly controlled by PhoPQ and low external Mg2+ conditions. In P.
luminescens, the magnesium-sensing two-component regulatory system PhoPQ
regulates the outer membrane barrier and is required for pathogenicity against insects.
In order to characterize Ail functions in Photorhabdus, we showed that only ail2PI and
pagCPI had the ability, when expressed into Escherichia coli, to confer resistance to
complement in human serum. However no effect in resistance to antimicrobial peptides
was found. Thus, the role of Ail and PagC proteins in Photorhabdus life cycle is
discussed.
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Abstract

Among pathogenic Enterobacteriaceae, the proteins of the Ail/OmpX/PagC family form a
steadily growing family of outer membrane proteins with diverse biological properties,
potentially involved in virulence such as human serum resistance, adhesion and entry into
eukaryotic culture cells. We studied the proteins Ail/OmpX/PagC in the bacterial
Photorhabdus genus. The Photorhabdus bacteria form symbiotic complexes with nematodes
of Heterorhabditis species, associations which are pathogenic to insect larvae. Our
phylogenetic analysis indicated that in Photorhabdus asymbiotica and Photorhabdus
luminescens only Ail and PagC proteins are encoded. The genomic analysis revealed that the
Photorhabdus ail and pagC genes were present in a unique copy, except two ail paralogs
from P. luminescens. These genes, referred to as aillp; and ail2p;, probably resulted from a
recent tandem duplication. Surprisingly, only aillp expression was directly controlled by
PhoPQ and low external Mg*" conditions. In P. luminescens, the magnesium-sensing two-
component regulatory system PhoPQ regulates the outer membrane barrier and is required for
pathogenicity against insects. In order to characterize Ail functions in Photorhabdus, we
showed that only ail2p; and pagCp had the ability, when expressed into Escherichia coli, to
confer resistance to complement in human serum. However no effect in resistance to
antimicrobial peptides was found. Thus, the role of Ail and PagC proteins in Photorhabdus

life cycle is discussed.
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Introduction

Various surface-exposed components present in the outer leaflet of the outer membrane play a
crucial role in Gram-negative bacteria survival. Surface components have a dual role in
virulent bacteria, first as factors maintaining the proper architecture of the outer membrane
and as virulence factors [1]. About 50% of the outer membrane mass of Gram-negative
bacteria consists of proteins, either lipoproteins that are anchoring the outer membrane to the
underlying peptidoglycan or, integral membrane proteins [2]. The hallmark of integral outer
membrane proteins is the folding into anti-parallel B-barrels [2,3]. The most abundant integral
membrane proteins of the bacterial outer membrane are porins, which are essentially trimeric
B-barrels (16 or 18 B-strands) forming channels with various grades of selectivity [3]. Other
barrel proteins having monomeric structure and fewer strands have been investigated, most

displaying a specific function not related to the diffusion of hydrophilic molecules [3].

The family of related outer membrane proteins Ail/OmpX/PagC belongs to the latter category
and was initially described in organisms like Yersinia enterocolitica and Yersinia
pseudotuberculosis (Ail), Salmonella Typhimurium (Rck, PagC), Escherichia coli (OmpX,
Lom) and Enterobacter (OmpX) [4]. These proteins display small size (from 15 to 18 kDa)
and fold in eight B-barrels. Moreover, the Ail/OmpX/PagC proteins appear to be important for
virulence by neutralizing host defense mechanisms. Ail from Y. enterocolitica promotes
adhesion to and entry into eukaryotic tissue culture cells [5,6]. PagC from S. Typhimurium is
responsible for survival in macrophages [7,8]. OmpX from Enterobacter aerogenes induces a
B-lactam resistance mediated by a decrease in the porin production [9]. Lom from
bacteriophage A participates in E. coli adhesion to human buccal epithelial cells [10].

However, clear separation of functions between the different members of the Ail/OmpX/PagC
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family is not obvious. Indeed, Ail from Y. enterocolitica [5,6,11] and from Yersinia pestis
[12], Rck from S. Typhimurium [6], PagC from S. enterica serovar Cholerasuis [13] are
responsible for conferring resistance to complemented-mediated killing, but this property is
not shared by PagC from S. Typhimurium, OmpX from E. cloacae or Lom from E. coli [6].
This discrepancy is probably due to gene annotation, which does not rely on an exhaustive

phylogenetic analysis.

The expression of genes encoding outer membrane proteins has been found to be under a
complex transcriptional regulation, acting as an adaptive response toward environmental
physical attack of cell integrity. Modulation of expression of abundant outer membrane
proteins such as porins are generally transcriptionally regulated by the two-component
regulatory system OmpR-EnvZ and small RNAs [14]. Regulatory pathways controlling the
expression of genes encoding proteins from the Ail/OmpX/PagC family have been elucidated
in some Gram-negative bacteria, but there is no convergence towards a common pathway. For
instance, in Y. enterocolitica 8081, ail is regulated by temperature [15]. By contrast, ail from
Y. enterocolitica O:9 is not subjected to thermoregulation but is under the control of the
OmpR transcription factor [16]. ompX is regulated by a small RNA in S. Typhimurium [17].
The regulation of pagC is under the control of the two-component system PhoP-PhoQ
through SlyA in S. Typhimurium [18]. This PhoPQ system has been extensively studied in
bacteria and especially in S. Typhimurium, in which the response regulator PhoP regulates
about 3% of Salmonella genes, subdivided into the PhoP-activated genes, pag, and the PhoP-
repressing genes, prg [19]. In a variety of Gram-negative bacterial pathogens, numerous
PhoP-regulated genes encode enzymes involved in LPS modifications [20-23], as well as

several secreted and outer membrane proteins [24].

Photorhabdus (Enterobacteriaceae) is an insect pathogen living in a symbiotic association
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with entomopathogenic nematodes Heterorhabditis [25]. Heterorhabditis bacteriophora
nematodes invade insect larvae and regurgitate bacteria from their gut directly into the
hemolymph, the insect blood [26]. The bacteria overcome the insect immune system and
colonize the insect body cavity leading to lethal septicemia [25]. Bacterial virulence factors
and insecticidal toxins also participate to the insect death [27,28]. Once the insect host is
dead, bacteria bioconvert the tissues and the nematode partner feeds off the bacteria while
nematode reproduction occurs through several generations [29]. Photorhabdus also
successfully competes with saprophytic scavenging organisms. It produces antimicrobial
factors in order to kill any invading and competing microbes [25]. Several rounds of
nematode reproduction and bacterial replication lead to a new generation of infective juvenile
(1J) nematodes. Photorhabdus bacteria colonize specifically the posterior-intestinal cells of
the maternal adult nematode before re-associating with the new 1J [30,31]. The dual
requirement for symbiosis and virulence makes Photorhabdus an excellent model organism
for studying host-bacteria interactions. The genus Photorhabdus comprises four distinct
species: Photorhabdus temperata, Photorhabdus luminescens, Photorhabdus heterorhabditis
and Photorhabdus asymbiotica [32]. Although all four are highly pathogenic to insects, P.

asymbiotica also causes infection in humans [33-35].

In an attempt to identify host-interacting bacterial proteins, we were interested in proteins
from the Ail/OmpX/PagC family of Photorhabdus genus. Duchaud et al. [36] already
described three Ail-like homologs in P. luminescens strain TTOl. Thus, we exhaustively
searched for proteins from the Ail/OmpX/PagC family encoded in the genomes of P.
luminescens strain TTOl [36] and P. asymbiotica strain ATCC43949 [37]. Analysis of
Ail/OmpX/PagC phylogeny supports a robust annotation showing that the Photorhabdus
genus only encodes Ail and PagC orthologs. Then, we present the first detailed investigation

into the role and the regulation of Ail and PagC proteins from Photorhabdus.
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Material and Methods

Bacterial strains, plasmids, primers and growth conditions

The strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. All primers used in this study
(Eurogentec) are listed in Supplemental Table 1. Photorhabdus and Escherichia coli strains
were routinely grown at 28°C and 37°C, respectively, in Luria-Bertani (LB) broth or on LB
solid medium. Photorhabdus was grown in M9 liquid medium with concentrations of MgSOj4
(10 uM and 10 mM) and supplemented with 0.1 % casamino acids, 0.41 mM nicotinic acid,
9.1 mM sodium pyruvate, 0.2 % glycerol and 0.1 mM CaCl,. When required, antibiotics were
used at the following final concentrations: kanamycin (Km) 20 pg/ml, gentamicin (Gm) 30

png/ml, ampicillin (Ap) 100 pg/ml.

Inference of the evolutionary relationships of Ail, PagC and OmpX-related proteins

Ail, PagC or OmpX annotated proteins in Photorhabdus luminescens TTO1 (plul967,
plu2480, plu2481) and Photorhabdus asymbiotica ATCC43949 (PAU 02047 and
PAU 02601) were identified and retrieved using the protein family analysis tool PipeAlign
[38]. Outputs were pooled and resulting dataset were curated for protein multiple occurrences.
The sequences were aligned using ClustalW [38] followed by manual curation. The sequence
alignment was generated by Gblocks [39] and unambiguously aligned amino acid sites were
retained for phylogeny inference using the maximum likelihood method implemented in

PhyML [40]. Analyses were engendred under the LG model of amino acid replacement [41]
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with a gamma distribution of evolutionary rates across sites [42]. Internal branch supports

were evaluated using the approximate Likelihood Ratio Test [43].

Molecular techniques and RNA preparation

DNA manipulations were carried out as previously described [44]. Plasmids were introduced
into E. coli WM3064 (Table 1) by transformation and transferred to P. luminescens TTO1 by
filter mating [45]. All constructs were sequenced by Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Germany). Total RNA was extracted with TRIzol reagent according to manufacturer’s
instructions (Invitrogen) and purified using RNeasy miniprep kit (Qiagen), including a DNase
| treatment step. For each RNA preparation, we assessed DNA contamination by carrying out
a control PCR. The quantity and quality of RNA were assessed with a NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific) and an Agilent 2100 Bioanalyzer with the RNA 6000
Nano LabChip kit (Agilent), respectively. Material for real-time quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR) analysis was prepared by extracting total RNA from the
P. luminescens wild-type strain and the phoP mutant grown in Luria broth (ODs40=0.5-0.8).

The gene expression level was evaluated during the growth phase.

Real-time quantitative polymerase chain reaction analysis

RT-gqPCR was performed in two steps. First, the cDNA was synthesized from 500 ng of total
RNA, with Super Script II Reverse Transcriptase (Invitrogen) and random hexamers
(100 ng/ul) (Applied Biosystems). We then carried out qPCR in triplicate with the

LightCycler 480 SYBR Green I Master kit from Roche Diagnostics, with 1 ul of cDNA
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synthesis mixture (diluted 1:100) and 1 uM of specific primers for the genes studied
(Supplemental Table 1). The enzyme was activated by heating for 10 min at 95°C. All qPCRs
were performed in three technical replicates, with 45 cycles of 95°C for 5 seconds, 60°C for 5
seconds and 72°C for 10 seconds, and were monitored with the Light Cycler 480 system
(Roche). Melting curves were analyzed for each reaction and each curve contained a single
peak. The data for each sample were expressed relatively to the expression level of gyr, using
REST software 2009 [46] as previously described [47]. This method provided a relative

quantification of the target gene expression with respect to a reference gene (gyrB).

Overexpression and purification of PhoP recombinant protein

The entire coding region of phoP gene from TTO1 strain was amplified by PCR and digested
by Ndel and BamHI. The obtained PCR product was ligated into the same site of the
expression vector, pETPhos [48] inserting a His-tag in the N-terminal part of PhoP thus
generating the plasmid Pp7PhoP-His. The recombinant plasmid encoding a PhoP-His fusion
protein was transformed into E. coli BL21 (DE3) pLysS cells. At an OD between 0.5-0.8, the
expression of PhoP-His was induced by adding Isopropyl-beta-D-thiogalactoside at 0.5 mM.
An overnight induction was then performed at 18°C. Bacterial culture was centrifuged at
7,000 x g for 15 min at 4°C and washed twice in resuspension buffer (Tris 5 mM pH 7.5,
NaCl 300 mM, glycerol 10 %, Imidazole 10 mM). The pellet was frozen at -80°C for 30 min,
then suspended in 5 ml resuspension buffer and lysed by sonication during 10 min at 4°C.
Lysis products were centrifuged at 10,000 x g during 30 min at 4°C. Five hundred pl of pre-
equilibrated beads of Ni-NTA agarose (Qiagen) in wash buffer (Tris 5 mM pH 7.5, NaCl

300 mM, glycerol 10 %, Imidazole 15 mM) were added to the supernatant fraction and
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incubated during 45 min with shaking at 4°C. The fraction was centrifuged at 500 x g during
2 min at 4°C and wash 5 times with wash buffer. Protein was eluted twice in 1 ml elution
buffer (Tris 5 mM pH 7.5, NaCl 300 mM, glycerol 10%, Imidazole 200 mM). Concentration
of recombinant protein was assessed by Bradford assay and controlled by SDS-PAGE gel.

Recombinant proteins were conserved at -80°C until use.

Electrophoretic mobility-shift assays

The promoter of aillpy was PCR-amplified from the genomic DNA of TTO1 strain using
specific primers (Supplemental Table 1) and purified using the High Pure PCR Product
Purification kit (ROCHE). The 5’ ends of DNA fragment were labeled using [y-*P] ATP and
T4 polynucleotide kinase (Promega). Radioactive DNA probe (2000 cpm/ml), 200 ng of
poly(dI-dC)-poly(dI-dC) (SIGMA) and different amounts of PhoP-His were mixed with
binding buffer (50 mM tris-HCI pH 8, 50 mM KCl, 50 pg/ml BSA) in a total 20 pl volume
and incubated for 20 min at room temperature. The mixture was then loaded onto a native
6 % (w/v) polyacrylamide TBE precast Gel (Invitrogen) and electrophoresed in 1 % TBE
(Tris-Borate-EDTA) buffer for 1 h at 100 V. Radioactive species were detected by
autoradiography. PhoP-His was activated by in vitro phosphorylation with acetyl phosphate

as previously described [49].

Construction of plasmids expressing gfp[AAV]| under the control of aillp, or ail2p

promoters

Plasmids expressing the reporter gene gfp[AAV] under the control of aillp, ail2p Or lac gene

promoters were constructed using a previously described method [50]. The construction of
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P.c-gfp[AAV] has been described elsewhere [51]. Briefly, DNA fragments located upstream
from aillp (360 bp) and ail2p (358 bp) were amplified by PCR from P. luminescens TTO1
genomic DNA with primers containing the EcoRI and BamHI restriction site (Supplemental
Table 1). The PCR products were EcoRI- and BamHI-hydrolyzed and inserted into the
corresponding sites of pPROBE-gfp[AAV]. Finally, Pac-gfp[AAV], Puip-0fp[AAV], Pizp-
ofp[AAV] were transferred by filter bacterial mating [45] in P. luminescens TTO1 wild type

and phoP strains.

Quantification of aillp, and ail2p; expression in bacterial populations grown in different

media

Wild-type strains carrying either P.;;p-gfp[AAV], PLiop-0fp[AAV] or Piac-gfp[AAV]
constructs were cultured in black-sided, clear-bottomed 96-well plates (Greiner). For each
well, a 1:20 dilution of an overnight culture was added to the M9 minimal medium
supplemented with kanamycin and different concentrations of MgSQO, or to LB medium
supplemented with kanamycin. Then, the plates were incubated at 28°C for 45 h with shaking
on an orbital shaker, in an Infinite M200 microplate reader (Tecan). Absorbance at 600 nm
and GFP fluorescence intensity (excitation at 485 + 4.5 nm; emission at 520 £ 10 nm) were
measured every 30 min. Specific fluorescence was obtained by dividing fluorescence units (at

the maximum level of expression) by the absorbance value.

Serum-killing assay

The serum-killing assay was performed as described previously [5] with overnight culture of
Escherichia coli strain XL1Blue in LB with ampicillin 100 pg/ml at 37°C. For each bacterial

strain, three independent assays were performed with human serum from human male AB

10
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sterile plasma (Sigma-Aldrich, reference: H4522) or with serum that was heat-treated to
inactivate complement (56°C, 30 min). The number of viable bacteria after incubation with
serum at 37°C for 60 min was calculated by serial dilution, plating on LB agar with ampicillin
100 pg/ml and counting the colony forming units (CFU). The degree of killing was calculated
as follow: log kill = (log;o CFU per milliliter of initially added bacteria) - (log;o CFU per
milliliter of bacteria surviving the incubation). The resistance was expressed as the difference
in log kill between XL1-Blue harboring pUC19 incubated in 50% human serum and XL1Blue
harboring the recombinant plasmid incubated either in 50% human serum or heat-inactivated

serum.

Cell association assays

The cell invasion and association assays were performed as described previously [52].
Escherichia coli strain XL1Blue were grown at 37°C in LB broth supplemented with
ampicillin 100 pg/ml for 2.5 hours (10° CFU/ml; optical density at 540 nm of 0.5;
exponential-growth phase). Chinese hamster ovary cells (CHO) were grown and maintained
at 37°C in RPMI Medium 1460-glutamax | (Gibco) complemented with 10% foetal bovine
serum (Lonza), and 1% PenStrep 5000 U/ml (Gibco). Spodoptera littoralis cells derived from
hemocytes (SI2b) were grown and maintained at 28°C in G3 Medium pH 6,2 (TC100 2%
from Gibco modified with 0.037% a-ketoglutaric acid, 0.04% p-fructose, 0.005% fumaric
acid, 0.067% malic acid, 0.006% succinic acid, 0.26% sucrose, 0.02% choline chloride,
0.02% B-alanine, 0.035% sodium bicarbonate, 0.33% lactalbumin hydrolysate, and

complemented with 5% foetal bovine serum, 0.016% penicillin, 0.006% streptomycin).

11
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Susceptibility to antimicrobial peptides

In vitro susceptibility to polymyxin B sulfate (Sigma), colistin methanesulfate (Sigma),
cecropin A (Sigma), Spodoptera frugiperda cecropin B was evaluated by determination of

minimal inhibition concentration as previously described [53].

Results

Phylogeny of Ail, PagC and OmpX-related proteins among Bacteria

Ail, PagC and OmpX homologs were searched in genome databases (see Material and
Methods). Phylogenetic analysis (Fig. 1A) clearly separated the 89 proteins from 53 bacterial
species into three well-supported groups. The Ail group recovered the y1324 canonical Ail
protein described in Y. pestis KIM [4]. The PagC group contained the STM3031 PagC protein
from Salmonella Typhimurum [54]. Finally, the OmpX group was characterized by several
proteins annotated OmpX, such as Ent638 1301 from Enterobacter sp. 638. Interestingly, the
protein y1682 of Y. pestis KIM usually named Ail clusters with the OmpX group [4]. Our
phylogenetic analysis clearly indicates that all the Photorhabdus proteins clustered within the
Ail group (plu2480 and plu2481 from P. luminescens and PAU 02047 from P. asymbiotica)

and the PagC group (plul967 from P. luminescens and PAU_02601 from P. asymbiotica).

Genomic organization of ail and pagC genes in Photorhabdus genomes

Analysis of the P. asymbiotica ATCC43949 and P. luminescens TT01 genome sequences

[36,37] revealed that ail and pagC genes were located in conserved regions in the two
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Photorhabdus species, previously described as genomic islands in P. luminescens TTO1 (Fig.
1B) [55]. Both insertion points and contents in the coding sequences were similar. The
genomic islands from P. luminescens genomes were composed of additional genes encoding
proteins potentially involved in infectious process. The toxBCD operon in the vicinity of the
ail genes (GI 59) is involved in toxoflavin biosynthesis of Burkholderia glumae [56]. The
phaxA1BI genes in the vicinity of the pagC (GI 47) encodes the XaxAB-like binary toxin

with insecticidal and cytotoxic activity [57,58].

The two ail genes from P. luminescens, referred to as aillp and ail2p; hereafter, shared 71%
of nucleotidic identity and 66% of aminoacids identity and were separated by 517 nucleotides.
This adjacent position (Fig. 1B) together with their closed clustering inside the Ail group
(Fig. 1A) suggests a recent tandem duplication. By contrast, the ail gene from P. asymbiotica
(ailp,), the pagC genes of P. luminescens and P. asymbiotica (pagCp and pagCp,,

respectively) were present in single copy.

PhoP is directly regulating the expression of aillp

Data on expression of genes encoding outer membrane proteins of the Ail/OmpX/PagC
family remains limited except for PagC. Indeed, pagC gene in S. Typhimurium is a PhoP-
activated gene [7]. A phoP mutant has been previously constructed and described for P.
luminescens TTO1 [21]. We therefore performed RT-qPCR to measure levels of pagChp, aillp
and ail2p; mRNA and to calculate their ratio of values in phoP and wild type backgrounds of
P. luminescens TTO1 (Fig. 2A). Only the level of aillp transcript was lower in the phoP
mutant than in the wild type strain, indicating that the aillp; gene expression requires PhoP.

Contrarily, ail2p; and pagCp expression was not PhoP-dependent. The differential regulation

13



310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

of ail paralogs were independently confirmed by measuring expression of P,;p-gfp[AAV]
and P,;;op-gfp[AAV] fusions in wild-type and phoP backgrounds (Fig. 2B). Next, the possible
direct binding of PhoP protein upstream of aillp; was investigated. Electrophoretic mobility
shift assays (EMSAs) were carried out to compare the interaction profiles of different
amounts of PhoP protein on the 360-bp aillp; promoter region (Fig. 2C). A recombinant N-
terminal His-tag PhoP protein (PhoP-His) was first produced from Pr7PhoP-His vector (Table
1). The PhoP-His protein was purified and phosphorylated in vitro by incubation with acetyl
phosphate. Phosphorylation efficiency and dimer formation were assessed by migration on
precast Phos-tag gel (Fig. SI1). Then, different amounts of phosphorylated and
unphosphorylated PhoP-His were mixed with radiolabeled aillp; promoter. A gel shift pattern
was observed when 1.5 uM of phosphorylated PhoP-His was added (Fig. 2C). No shifted
bands were observed upon incubation with unphosphorylated PhoP-His. Therefore, PhoP-His
protein can specifically bind to the promoter region of aillp and the active form of PhoP

corresponds to the phosphorylated isoform.

aillp; expression is high at low MgSO,4 concentrations

It has been shown that low concentrations of Mg2+ activate the expression of PhoP-dependent
genes in Salmonella whereas high Mg®" concentrations repress the system (for review see
[59,60]. In order to evaluate the role of Mg2+ concentration on aillp; or ail2p; expression,
wild-type strain containing P,;;p-gfp[AAV], Puinpi-gfp[AAV] or Pj,-gfp[AAV] were grown
in minimal medium M9 supplemented with 10 uM (activating concentration) or 10 mM
(repressing concentration) of MgSO,4 and gene expression was monitored by recording GFP
fluorescence (Fig. 2D). We observed a 5-fold decrease of aillp expression at 10 mM MgSOs,,
whereas ail2p; expression was not dependent on the concentration of MgSQO4. As observed for

PhoP-activated genes in S. Typhimurium [19], low MgSO4 concentration increases aillp
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expression in Photorhabdus.

ail2p; and pagCp genes confer human serum resistance but no eukaryotic cell association

phenotype

When introduced into Escherichia coli, individual members of the Ail/PagC/OmpX-related
protein family have the property to confer resistance to human serum complement and to
associate with eukaryotic cell [5,6,11,13]. In order to test if the ail and pagC genes from
P. luminescens and P. asymbiotica have similar phenotypes, we introduced aillp, ail2p,
pagCp, ailp, and pagCp, under the control of the constitutive promoter Py, into the high copy
number pUC19 plasmid and transformed these pUC19 derivatives into an E. coli XL1blue
strain. Active transcription of corresponding cloned genes in E. coli XL1Blue was controlled
by real-time PCR (data not shown). We first evaluated the human serum resistance of the E.
coli XL1Blue strains harboring the different derivative plasmids (Fig. 3). The positive control,
E. coli XL1Blue expressing the ail gene from Y. pestis strain KIM, y1324 (ailyp), showed an
elevated serum resistance, similar to the one observed in all strains when the complement in
the serum was heated-inactivated. Moreover, we observed intermediate serum resistance with
the ail2p and pagCp genes whereas the resistance with the aillpy, ailp, and pagCp, genes was
weak.

In order to assess if the association of E. coli XL1Blue to eukaryotic cells was affected by
expression of Photorhabdus ail or pagC genes, association assays of mammals cells (CHO)
and insect cells (SI2b) were performed. E. coli XL1Blue expressing aily, displayed
association with CHO cells (% of association of 30.434+17.06) in regards to E. coli XL1Blue
harboring the pUC19 plasmid (% of association of 0.57+0.05), which is consistent with

previously published data [52]. None of the Photorhabdus over-expressed genes, aillp), ail2p,
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pagCpy. ailp, and pagCp,, was able to confer to E. coli XL1Blue strain an improved association

with S12b cells to E. coli XL1Blue strain (average % of association of 10.60+6.80).

aillpy, ail2p; and pagCp; do not confer antimicrobial peptide resistance

Since P. luminescens TTO1 and P. asymbiotica ATCC43949 are pathogenic towards insect,
the role of ail and pagC genes was studied by cultivating recombinant E. coli in insect
hemolymph, which is analogous to the mammalian blood regarding the immune system. The
growth of the E. coli XL1Blue derivatives was not affected when cultivated in sterile
hemolymph of Spodoptera littoralis fifth-instar larvae (data not shown). Then, we compared
the susceptibility to different antimicrobial peptides of the negative control E. coli
XL1Blue/pUC19 and the E. coli XL1Blue harboring the different derivative plasmids. Similar
minimal inhibitory concentrations were observed towards colistin (1.5-3 pg/ml), polymyxin B
(0.1-0.2 pg/ml), cecropin A (6-12.5 pg/ml) or cecropin B from the Lepidoptera Spodoptera

frugiperda (1.5-3 pg/ml).

Discussion

Photorhabdus genomes only harbor ail and pagC gene homologs

Our analysis of 89 proteins from 53 bacterial species belonging to the Ail/PagC/OmpX family
clearly distinguished three sub-families. In the two whole-assembled genomes of
Photorhabdus, both Ail and PagC proteins are encoded. Interestingly, in P. luminescens
TTO1, we identified two intra-genome homologs aill/ and ai/2. Such homologs can arise
through duplication, where both gene copies are named paralogs, or by acquiring similar

genes from outside sources through horizontal gene transfer, where both gene copies are
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named xenologs [61]. The adjacent position of ail/lp; and ail2p; genes suggests recent tandem
duplication. Duplication is an important hallmark of the genome plasticity of P. luminescens
both in short-term adaptation and long-term evolution. Several dozen of duplicated genes
have already been described in P. luminescens TTOl [36]. Interestingly, another gene
encoding an outer membrane protein, the ompF-like gene, probably underwent a tandem
duplication [62]. Characteristic features of an ancient whole-genome duplication were also
detected in the P. luminescens TTO1 genome [63]. In addition, a 275-kilobase single block
duplication, with cryptic phenotypic consequences, was observed in phenotypic variants of P.

luminescens [64].

What are the factors regulating ail/pagC gene expression in Photorhabdus?

No data about transcription factors involved in the control of ail/pagC expression in the
Photorhabdus genus are currently available. P. asymbiotica is considered an emerging human
pathogen [34]. In an attempt to find host-interacting proteins that are relevant to either human
or insect infections is interesting, Wilkinson ef al. identified a thermoregulation of the
secretion for its Ail-like homolog in P. asymbiotica ATCC43949 (Ailp, in our study) as Ailp,
1s secreted at 37°C but not at 30°C [37]. In our study, we decided to use the available phoP
mutant of P. luminescens TTO1 [21] to compare relative expression of aillp|, ail2p; and pagCp
in wild-type and phoP backgrounds. Only P. luminescens aill expression is PhoP-dependent
by contrast with ail2p; and pagCp. The pagC gene from S. Typhimurium is regulated by PhoP
in a indirect way via SlyA [18]. Surprisingly, our electromobility shift assays showed that the
His-tagged PhoP protein from P. [uminescens directly binds to the promoter region of aill.
This is the first time that ai/ has been described to rely on the direct control of PhoP in Gram-

negative bacteria. In addition, we monitored the kinetic of ail/ expression in different culture
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conditions and determined that ail/ expression was reduced in the presence of high
concentrations of MgSO,. The environmental deprivation of Mg®" as a signal activating the
PhoP/PhoQ signal transduction cascade was first described in Salmonella [19]. In
Photorhabdus, Derzelle et al. [21] showed that PhoP-dependent expression of the first gene of
the pbgPE operon, involved in LPS modifications, relies on the Mg®" concentrations in the
culture medium. Like pbgPE, expression aillp is higher at low Mg*" concentrations than at
high concentrations. In Salmonella and P. luminescens, both the phoP gene and the pbgPE
operon are involved in virulence in the mouse and the insect models, respectively
[7,21,65,66]. In P. luminescens, it is likely that the deficience of PhoP-dependent pbgPE

expression is responsible for the avirulence of psoP mutant rather than the one of aillp,.

What are the functions of Ail and PagC proteins in the life cycle of Photorhabdus?

To answer this question, we used a well-established assay by expressing in E. coli ail and
pagC homologs from the Photorhabdus strains. Such strategy was successfully used for
characterizing the role of proteins from the Ail/PagC/OmpX family in Salmonella and
Yersinia in human serum resistance and invasion/adherence to eukaryotic culture cells [4].
Recombinant Escherichia coli clones, expressing cosmids from Photorhabdus, were also used
in assays to study gain of toxicity against insects, nematodes, amoeba, and mammalian
macrophages [67] and to attribute biological function to several Photorhabdus potential
virulence loci [68-70]. With this heterologous assay, we showed that none of the over-
expressed genes displayed a role in adherence to the tested mammal (CHO) or insect (SI2b)
cells. Photorhabdus life cycle is mainly extracellular except a transient invasive stage during
the symbiont transmission to the new generation of 1J before they exit the insect cadaver [30].

This transmission stage is dependent on the production of the bacterial Mad pili [71]. By
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contrast with Ail and PagC from Yersinia and Salmonella species [5-8], our results do not
suggest a role of Aill, Ail2 or PagC in cell invasion. While P. asymbiotica ATCC43949 is a
clinical isolate from human wounds resistant to human serum at 30°C and 37°C [37], it is
surprising that neither aillp, nor pagCp, participated in the human serum resistance. It is
tempting to speculate that other P. asymbiotica proteins could be involved in serum
resistance. Finally, when expressed in E. coli, only ail2p and pagCp; appear to play a role in
human serum resistance whereas P. /luminescens TTO1 was not described as a clinical isolate.
One hypothesis could be that Ail2p; and PagCp could play a role in resistance toward
components of the insect blood, the hemolymph. Thus, we tested the resistance of
recombinant E. coli bacteria toward different AMPs, a key component of the insect humoral
insect immunity, though without any success. In pathogenic Yersinia species, Ail proteins
bind substrates such as the host cell extracellular matrix proteins, fibronectin and laminin, as
well as the complement regulatory proteins C4bp and factor H [72]. Therefore, in insects,

Ail2p; and PagCp; may interact with similar hemolymph components yet to be identified.

What is the evolutionary significance of the two Ail proteins in P. luminescens TTO01,

Aillpl and AilZPI?

In Y. pestis KIM, four genes encoding the proteins from the Ail/PagC/OmpX family were
identified including one OmpX protein (y1682) and three Ail proteins (y2446, y2034 and
y1324). These three Ail proteins are phylogenetically distant and their corresponding genes
are not adjacent on the Y. pestis KIM genome [73]. In P. luminescens TTO1, we propose that
the two ail genes result from a recent tandem duplication (see above). The genomic
redundancy in prokaryotes can be explained as a consequence of three selective processes, (1)

elevated protein dosage (identical and duplicated genes), (i1) protein diversification (divergent
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paralogs) and (iii) adaptation to environmental variations (ecoparalogs of intermediate
divergence) [74]. The intermediate aminoacids identity between Aillp; and Ail2p; suggests a
case of ecoparalogs. Three clues also argue in favour of this hypothesis. First, as already
described with ecoparalogs predicted to be on the outer membrane or in the periplasmic space
where the environment influence is important for protein function and stability [74], Aillp
and Ail2p, differ by their isoelectric point values (respectively, 9.0 and 7.0). Second, a usual
role identified in the Ail/PagC/OmpX family, the resistance to human serum, was only
conserved for one protein, Ail2p. Finally, regulation of the expression of aillp; and
ail2p genes is obviously different and in the case of aillp, we showed that the influence of
external environment fluctuation by the way of magnesium concentration is important. All
together, the existence of these two ecoparalogs is highly suggestive of an adaptation to

multiple niches (at least, insect and nematode) in response to external fluctuation.
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Figure legends

Figure 1: The Photorhabdus genus harbors ail and pagC genes.

A. Evolutionary relationships of Ail, PagC and OmpX-related proteins. Stars indicate branch
supports higher than 0.85 (used as significance threshold). The scale bar corresponds to the
number of substitutions per amino acid residue site.

B. Conserved genomic context of the ail (up) and pagC (bottom) genes in Photorhabdus
luminescens TTO1 (P1) and Photorhabdus asymbiotica ATCC43949 (Pa) genomes. The boxes
above and below the axis represent ORFs in the forward and reverse orientations,
respectively. The names of some genes are indicated. The names of genomic islands (GI)

previously described in the P. luminescens and P. asymbiotica genomes [55] are given.

Figure 2: Only aillp is directly regulated by PhoP

A. RT-qPCR: aillp expression is PhoP-dependent.

Total RNA from phoP mutant or TTO1 wild-type strain of Photorhabdus luminescens was
used for RT-gPCR analysis with internal primers specific for the indicated genes. MRNA
levels were normalized against those of a reference gene (gyrB). Data are presented as a ratio
of values for phoP mutant and TT01 wild-type strain. A ratio of 1 indicates no difference in
expression level between both strains. The bars indicate standard errors calculated using
Taylor’s series. Significant differences (p-value < 0.05) are indicated by asterisks (*). The
relative quantification results were obtained from three independent experiments with the

REST 2009 program.
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B. Gene transcription monitored by GFP quantification: aillp; promoter region is
positively regulated by PhoP

The dynamic expression of aillp and ail2p; promoter in TTO1 and phoP backgrounds was
monitored over time after growth in LB medium. Each histogram represents the specific
fluorescence at the peak of expression for each condition. One experiment representative of
more than three independent experiments is shown. Standard deviations represent technical

replicates.

C. PhoP-His binds the promoter region of aillp

Electrophoretic mobility shift assay was carried out to test the binding of PhoP-His protein
activated in vitro with ACP 10 mM (P-PhoP-His) or non activated PhoP-His (PhoP-His) on
ailIp; promoter. The PhoP-His concentrations indicated are in micromolar. To ensure that the

fixation is specific, we used BSA proteins and poly(dI-dC) in the binding buffer.

D. aillp, expression is higher at low MgSO4 concentrations.

We evaluated the impact of low and high MgSO, concentrations on aillp; and ail2p
expression. Cultures diluted at 1/200 were grown in M9 minimal medium supplemented with
10 uM or 10 mM MgSO,. Each histogram represents specific fluorescence at the peak of

expression for each condition. Experiments were realized at least three times.

Figure 3: Human serum resistance of Escherichia coli XL1Blue strains carrying the
plasmid pUC19 and its derivatives harboring ail or pagC genes. Overnight grown bacteria
were tested for viability at 37°C in 50% serum (black histograms) or heat-inactivated serum
(hatched histograms). The resistance was expressed as the difference in log kill between XL1-

Blue harboring pUC19 incubated in 50% human serum and XL1Blue harboring the
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758  recombinant plasmid incubated either in 50% human serum or heat-inactivated serum. Means

759  and standard errors of results from triplicate experiments are shown.
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TABLE 1: Strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Genotype or relevant characteristics

Source or reference

P. luminescens strain

TTO1

phoP

TTO1/ P e -gfp[AAV]
TTO1/ Puipr -gfp[AAV]
TTO1/ Py -gfp[AAV]
phoP | P e -gfp[AAV]
phoP [ P e -gfp[AAV]
E.coli strain

XL1Blue

BL21 (DE3) pLysS

WM3064

Plasmid
pUCI19

pUC-aily,

pUC-ail I

pUC-(lilZH

pUC-pagCp

pUC-ailp,

Strain isolated from the nematode Heterorhabditis bacteriophora

THO1 in Trinidad; wild-type form

TTO1 phoP::cat, phoP mutant

Conjugative strain, TTO01 carrying P ;;p -gfP[AAV] plasmid, Km?
Conjugative strain, TTO1 carrying P p -gfP[AAV] plasmid, Km®
Conjugative strain, TTO1 carrying P, -gfp[AAV] plasmid, Km®
Conjugative strain, phoP carrying P e -gfp[AAV] plasmid, Km®

Conjugative strain, phoP carrying P ;p -gfp[AAV] plasmid, Km®

F’ proAB lacI"ZAM15 Tnl0(Tet")
F dem ompT hsdS(rgmy’) gal M(DE3) (pLysS Cam®)

thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZAM15 RP4-1360 A(araBAD)567
AdapA1341::[erm pir (wt)]

High copy number vector, Ap®

0.65 kb PCR fragment obtained with y1324-Ps¢I and y1324-Sacl
primers and inserted between the Pst] and Sacl sites of pUC19

0.7 kb PCR fragment obtained with plu2480-PstI and plu2480-Sacl

primers and inserted between the Ps#l and Sacl sites of pUC19

0.7 kb PCR fragment obtained with plu2481-Ps¢I and plu2481-Sacl

primers and inserted between the Ps#I and Sacl sites of pUC19

0.8 kb PCR fragment obtained with plul967-Ps¢I and plu1967-Sacl

primers and inserted between the Ps#I and Sacl sites of pUC19

0.65 kb PCR fragment obtained with PAU 02047-Ps¢I and
PAU _02047-Sacl primers and inserted between the PstI and Sacl

[21]
this work
this work
[51]
this work

this work

Laboratory stock
Laboratory stock

[76]

Laboratory stock

this work

this work

this work

this work

this work
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pUC'pagCPa

pPROBE-g/p[AAV]

Pu.g[AAV]

P -gfD[AAV]

Pirop -gfp[AAV]

pETPhos

PT7PhOP-HiS

sites of pUC19

0.7 kb PCR fragment obtained with PAU 02601-PstI and
PAU _02601-Sacl primers and inserted between the Ps¢I and Sacl
sites of pUC19

Plasmid (pBBR1 replicon) containing gfp[ AAV] gene downstream

from a multiple cloning site, Km"
pPROBE with gfp[AAV] under the control of P, promoter; Km®

pPROBE with gfp[ AAV] under the control of aill (plu2480) gene

promoter; Km®

pPROBE with gfp[ AAV] under the control of ail2 (plu2481) gene

promoter; Km®
pET28 replicon, Ap®

pET28 producing PhoP( His-tag) in N-terminal under the control of
T7 promoter; Ap®

this work

[77]

[51]

this work

this work

(48]

this work
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Supplemental Table 1: Primers used in this study

Primer name

Primer sequence (5’ to 3’)

Use

y1324-Psil

GCGCCTGCAGTTGGCTGGCCACTTTAGTCT

y1324-Sacl

GCGCGAGCTCTCAGCAATTTGAAACCACCA

cloning of ail (y1324) from Yersinia pestis CO92

plu2480-Pstl

GCGCCTGCAGCGCGCCTCGTAATTAATCTTT

plu2480-Sacl

GCGCGAGCTCGATAACTGGGTGAGCACATCG

cloning of ail I (plu2480) from Photorhabdus luminescens
TTO1

plu2481-Pstl

GCGCCTGCAGCCACGTTACATTTTGTTTTTCG

plu2481-Sacl

GCGCGAGCTCTGCACAGATCACAAAAGTTGG

cloning of ail 2 (plu2481) from Photorhabdus luminescens
TTO1

Plu1967-Pstl

GCGCCTGCAGCAAATCGTTTAAATGCGTTAT

Plu1967-Sacl

GCGCGAGCTCGACAAATCACCAAGGTTGTCA

cloning of pagC (plul967) from Photorhabdus luminescens
TTO1

PAU_02047-Pst1

GCGCCTGCAGCGCGATTGGCGATTAGTTAT

PAU_02047-Sacl

GCGCGAGCTCCCTGTCACAAGACAGGGAATC

cloning of ail (PAU_02047) from Photorhabdus asymbiotica
ATCC43949

PAU_02601-Pst1

GCGCCTGCAGGTCGGTCTGCAAACCATTTT

PAU_02601-Sacl

GCGCGAGCTCAATCACCAAGGCGATAAATCA

cloning of pagC (PAU_02601) from Photorhabdus asymbiotica
ATCC43949

L-plu2480Eco

CGGAATTCAAAGCGGGTATCCAGGTTTA

R-plu2480Bam

CGGGATCCCCTACCGCTACCACTGAAGC

cloning of the region upstream ail I from Photorhabdus

luminescens TTO1




L-plu2481Eco

CGGAATTCCTGAATGGTACTCTTAATTACGC

R-plu2481Bam

CGGGATCCCTGCCACTGCTGAGGCTAT

cloning of the region upstream ail 2 from Photorhabdus

luminescens TTO1

Ley® ATACACGAAGAAGAAGGIGTTTCAG gRT-PCR of an internal region within gyrB from Photorhabdus
R-gyrB TACCTGTCTGTTCAGTTTCTCCAAC luminescens TTO1

Lpluz4sh AGAACATIAGTGGCTTCAGTGGTAG gRT-PCR of an internal region within ail I from Photorhabdus

R-plu2480 ATTATCCAACTCGTAGCGGTATTTC luminescens TTO1

Lpluzds] AGCAAGATTGGTACTGGTGATITAG gRT-PCR of an internal region within ail 2 from Photorhabdus

R-plu2481 CATAAGCAGCAGAGGTCTTACTCTC luminescens TTO1

Lplude? GTATCTGCGATAACTITACCTGCTC gRT-PCR of an internal region within pagC from Photorhabdus
R-plul967 CATTATAGCTGTAGCCAAGATGGAC luminescens TTO1

L- PhoP-His-Ndel

CGCGCGCCGCATATGCGGATATTGATCGTTGAAGACAACATGTTACTGC

Cloning of phoP from P. luminescens TTO1

R- PhoP-His-BamHI

GCGCGGATCCTTACACATCGAAGCGATAGCCTTGGCCCCG

Cloning of phoP from P. luminescens TTO1




Figure S1: Acetyl phosphate can phosphorylate PhoP-Hisin vitro

To evaluate the efficiency of PhoP-His phosphorylation by acetyl phosphate, precast 12.5%
polyacrylamide Mn*-Phos-tag gel (Wako Chemicals, Japon) was used. When present the Phos-tag
and its associated divalent cation Mn®* form a complex with phosphorylated forms and retard
protein migration. Four micrograms of purified PhoP-His were incubated in vitro either with 50 mM
acetyl phosphate (lane 2) or without acetyl phosphate (lane 1) using the buffer described for EMSA
protocol. SDS-PAGE was performed using standard protocols and gel was run at 4°C and 150 V to
avoid phosphate hydrolysis until 10 min after loading blue sorting. Thereafter, the gel was incubated
during 10 min in the Cathode buffer (40 mM 6-amino caproic acid, 25 mM Tris, 20 % methanol)
supplemented with 1 mM EDTA in order to quench Mn?* cations and 20 min in the cathode buffer
without EDTA to remove excess of EDTA. The gel was stained with coomassie brilliant blue.

In absence of acetyl phosphate, only unphosphorylated PhoP-His is found (lane 1) whereas
phosphorylated PhoP-His and dimerization are observed in presence of acetyl phosphate (lane 2)

showing that acetyl phosphate can phosphorylate PhoP-His in vitro.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons abordé la caractérisation de génes PhoPQ dépendant chez
P. luminescens avec des analyses moléculaires classiques (RT-gPCR) abordant I'expression des génes
a I'échelle des populations bactériennes. Le marqueur pbgPE nous a permis de confirmer que le
MgS04 est bien un inducteur de PhoQ chez P. luminescens. Avec le second marqueur, aillp, validé
par RT-gPCR nous avons pu confirmer qu'aillp répond aussi au MgS04 dans I'article ci-dessus. Dans
le travail sur Ail, nous avons également pu mettre en évidence in vitro (addition d’ACP) que PhoP
phosphorylé était la forme active de PhoP, capable de transcrire les genes. Bien qu’Ail et PagC
appartiennent a la méme famille de protéines, nous avons pu déterminer que seul ailly était
directement régulé par PhoP. Jusqu’a présent, ce résultat n'avait pas été décrit chez d’autres
bactéries pathogénes, ce qui est différent des résultats décrits chez Salmonella ou pagC est
indirectement régulé par PhoP. Afin de caractériser les interactions entre PhoP et pbgPE, nous avons
abordé dans le chapitre suivant une approche a I'échelle de la cellule bactérienne en utilisant des

techniques dites « single cell ».
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Chapitre IV :
Role de PhoP dans
I'hétérogénéité de la

population






- Introduction

Bien que nous ayons pu approfondir le mécanisme de régulation des génes PhoP-dépendant notre
approche jusqu'ici était majoritairement restée globale. Afin de détecter le mécanisme a l'origine de
I'apparition de la sous-population résistante, nous avons approfondi également I'étude de cellules
unique grace a la cytométrie de flux et a l'utilisation d'une GFP déstabilisée (article 2).

Nos premiers résultats (article 1) montrent que l'architecture du réseau de régulation PhoP-
dépendant est différente entre Photorhabdus et Salmonella. Chez Salmonella I'activation de pbgPE
par PhoP est indirecte et nécessite un deuxieme systeme a deux composantes PmrAB et le
connecteur pmrD. Or chez P. luminescens les génes pmrAB et pmrD ne sont pas présents dans le
génome (Duchaud et al. 2003), ainsi cela pose la question de la fixation de PhoP sur pbgPE, est-elle
directe comme pour aillp? ou indirecte? Le mécanisme de régulation a été élucidé pour aillp et nous
aide a mieux comprendre comment fonctionne le régulon, cependant aill, n'est pas responsable de
I'apparition de la sous-population résistante aux CAMPs ; en effet il s'agit des génes pbgPE. Dans ce
chapitre nous avons caractérisé la sous-population résistante chez Photorhabdus dépendante de
PhoP et surtout de pbgPE afin de mieux caractériser I'architecture du régulon PhoP (article 2). Dans
cet article nous avons pu mettre en évidence la régulation directe des génes pbgPE et phoP par PhoP
chez Photorhabdus traduisant d'une part, le role clé de PhoP et pbgPE dans |'apparition de la sous-
population résistante et, d'autre part, montrant une boucle de rétroaction positive au niveau de
I'expression de phoP. Enfin nous avons pu démontrer que seule la sous-population résistante était
responsable de la mort de l'insecte (article 2). Puis dans un second temps, nous avons cherché quel
mécanisme précis est responsable de [l'apparition de cette sous population (données
complémentaires). Afin de compléter les résultats de notre second article, nous avons tenté
d'élucider le mécanisme responsable de |'apparition de la sous-population résistante. Nous avons
testé plusieurs hypothéses grace a des approches globales et en cellule unique et nous avons pu

identifier que la zone du switch se situait dans les 95 pb en amont de I'ATG des genes pbgPE.

lI- Matériels et Méthodes

Souches et conditions de culture

Les souches de Photorhabdus et d’E. coli sont cultivées a 28°C et a 37°C respectivement en LB ou en
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milieu minimum M9 supplémenté de 0,1 % de casamino-acides, 0,41 mM d'acide nicotinic, 9,1 mM
de pyruvate de sodium, 0,2 % de glycérol et de 0,1 mM de CaCl,. Quand nécessaire, les antibiotiques
sont utilisés aux concentrations suivantes : kanamycine (Km) 20 pg/ml, polymyxine B (polyB)

100 pg/ml, gentamicine (Gm) 15 pg/mL, chloramphenicol (CAM) 30 pg/mL.

Construction de la protéine PhoP-His, Surproduction et purification de PhoP-His

La stratégie pour tagger PhoP utilisée durant cette thése est différente de la stratégie communément
employé chez les PhoP de Salmonella et E. coli. En effet dans ces bactéries PhoP était
majoritairement taggées en C-terminale soit aprés le domaine de liaison a I'ADN. Or il a été montré
gu'un tag en C-terminal modifiait les propriétés de fixation de la protéine PhoP sur ses genes cibles
en affectant ses propriétés structurales. Nous avons donc choisi de tagger PhoP sur sa partie N-
terminale (tag 6-histidine) c'est a dire avant le domaine d'interaction avec PhoQ (domaine accepteur
de phosphate). Les méthodes employées pour obtenir la construction, ainsi que la surproduction et

la purification de la protéine PhoP-His utilisées pour les EMSA ont été décrite dans les articles 1 et 2.

Détection de la protéine PhoP

(i) Production de I’antiséum contre PhoP

Cette construction a ensuite été électro-éluée d’un gel afin d'en assurer une pureté >95%. La
protéine purifiée a ensuite été utilisée pour injecter 2 lapins "New-zealand white germ-free" pour a
terme obtenir des anticorps contre la protéine PhoP-His. La production d'anticorps a été réalisée par
la boite de production Eurogentech selon le protocole "speedy" de 28 jours.

(ii) Western blot

Les extraits totaux bactériens des souches TTO1 et phoP sont dénaturés a 95°C pendant 10 minutes
et sont déposés a migrer sur gel de polyacrylamide a 15% dans du tampon Tris glycine a 250 V
pendant 3 heures. A la fin de la migration le gel est transféré sur membrane de nitrocellulose par
transfert semi-sec dans un appareil BioRad pendant 1h30, I'ampérage étant calculé selon la formule :
1.2 mA par cm? de membrane de nitrocellulose. La membrane a ensuite été mise a saturer dans une
solution de PBS tween (0.005%) + lait (10%) (PBST-lait 10%) sur la nuit a température ambiante avec
agitation. Puis la membrane est lavée 3 fois dans une solution de PBS tween 0.005% (PBST) pendant
10 minutes. L'anticorps est dilué (au 1/1000éme pour l'anti-HA et |'anti His-tag et au 1/500éme pour
I'anticorps anti-PhoP) dans du PBST-lait 1% et laissé pendant 1h a température ambiante sous
agitation. Puis la membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du PBST et l'anticorps secondaire anti-
lapin dilué au 1/5000éme dans du PBST-lait 1% est mis sur la membrane pendant 1 heure sous

agitation a température ambiante. Puis la membrane est lavée 3 fois 5 minutes dans du PBST.
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L'anticorps secondaire étant couplé a une péroxidase, on réalise une révélation par chimie-
luminescence (GE Healthcare) sur film photo Kodak.

(iii) Immunofluorescence assay

La souche sauvage TTO1 a été cultivée dans du LB jusqu’a une DO=0,6-0,9. Aprés centrifugation et
lavage, 250 uL de bactéries ont été fixées par ajout de 750 pL de PBS-paraformaldéhyde 4% (w/v)
pendant 20 minutes dans la glace. Apres lavage de I'excédent de formaldéhyde, 20 pyL de bactéries
sont déposées sur lame poly-lysine puis séchées a température ambiante. On traite ensuite les
cellules avec 2 mg/mL de lysozyme pour perméabiliser les membranes pendant 5-10 minutes puis on
lave 3 fois avec du PBS-tween 0.005% (PBST). Une étape de saturation des sites non spécifique par du
PBS-BSA (2% w/v) pendant 15 minutes est ensuite réalisée. Aprés retrait de I'excédent de solution de
saturation, I’AC anti PhoP-His (1/200éme) est déposé sur les cellules et laissé a incuber pendant 1h en
chambre humide. Aprés 3 lavages de la solution d’anticorps par du PBST I’AC secondaire anti-lapin
(1/500°™) couplé FITC est déposé sur les cellules et laissé incuber 2 heures dans le noir en chambre

humide.

Construction du plasmide pBB-P,.-PhoPHA

On a construit une protéine PhoP-taggée hémaglutinine en C-terminale. Pour cela le géne phoP
(684 pb) a été amplifié par PCR avec les amorces décrites an annexe dans la table 2 et digéré par
BamH1 et Xbal. Le produit de PCR obtenu a été ligaturé dans les mémes sites de restriction du
plasmide pBBmcs2 (Kovach et al. 1995). Le plasmide recombinant pBB-P,.-PhoPHA a été transféré

par conjugaison dans les souches de P. luminescens TTO1 et phoP.

Construction du plasmide pBB-P;;;p-pbgPE

On a construit une fusion trandcriptionnelle entre la région promotrice de ailly et les genes de
résistance pbgPE. Pour cela la région promotrice de ailly (360 pb) a été amplifié par PCR avec les
amorces décrites an annexe dans la table 2 et digéré par Ncol et Xhol. Le produit de PCR obtenu a été
ligaturé dans les mémes sites de restriction du plasmide pBBmcs5 (Kovach et al. 1995). Le plasmide
recombinant pBB-P,;;p-pbgPE a été transféré par conjugaison dans les souches de P. luminescens

TTO1 et phoP.

Mutations ponctuelle de PhoP, PhoQ et pbgPE (site GATC)

Les constructions pBB-P,,.-PhoPHA, pBB-P,.-PhoPQ et P,,.~gfp[AAV] ont été mutées afin de tester
I'effet de la phosphorylation et de la Dam méthylation dans I'apparition de la sous population
résistante. Les amorces contenant les mutations ont été commandées chez Eurogentech et purifiée

par HPLC. Le plasmide purifié a partir d’E. coli (maxiprep kit Qiagen) a servi de matrice. Brievement,
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35 ng de matrice ont été utilisé et muté sur I'aspartate 52 de PhoP, la thiamine 45 ou I'alanine 46 de
PhoQ et I'alanine du site GATC du promoteur de pbgPE en suivant les instructions fournies par le Kit
QuickChange Lightening Site-directed mutagenesis (Agilent). Les constructions obtenues pBB-P,-
PhoPHA(D52E),  pBB-P..-PhoPHA(D52A),  pBB-P,-PhoPQ(T45l),  pBB-P..-PhoPQ(A46T) et
Poogre(GTTC)-gfp[AAV] ont été transférées par conjugaison dans les souches de P. luminescens

TTO1 et phoP.

Construction de la protéine PhoP tronqué : conservation du domaine HTH

Afin d’obtenir une forme constitutivement active de PhoP nous avons produit une protéine tronquée
pour ne garder que le domaine de liaison a ’ADN (HTH). Le site de coupure du domaine HTH a été
choisi apres I'interface de dimérisation de la protéine (TKPF) aprés discussion avec V. Molle. La région
HTH (363 pb) a été amplifiée par PCR en utilisant les amorces listées en annexe Table 2 et digéré par
Ndel et BamH1. Le produit de PCR obtenu a été ligué dans les mémes sites de restriction du
plasmide pBBmcs2. Le plasmide recombinant a été transféré par conjugaison dans le mutant phoP de

P. luminescens.

Recherche d’une méthylation différentielle de ’ADN

(i) Tests hétérologues chez E. coli pour les méthylations

La construction Pp,epe-gfp[AAV], a été introduite par éléctroporation (2.5 V, 25 pF) dans les souches
d’E. coli XI1 blue (dam+/dcm+), JIMM110 (dam-/dcm-), dam16::Km (dam-/dcm+), JW144-2
(dam+/dcm-) et sa parentale BW25113 (dam+/dcm+). Les transformants ont été cultivés dans une
plaque 96 puits. Pour chaque puits une dilution au 1/1000°™ d'une culture overnight a été ajoutée
soit au milieu LB supplémentée de chloramphénicol 30 pg/mL, soit au milieu minimum M9
supplémenté de chloramphénicol 30 pg/mL et de MgSO4 a différentes concentrations (10 uM et
10 mM). Puis, la plaque est mise a incuber a 28°C pour 20 heures avec agitation dans un lecteur de
microplaque Infinite (TECAN). L'absorbance a 600 nm et l'intensité de la fluorescence de la GFP
(excitation a 485 = 4.5 nm; émission a 520 + 10 nm) sont mesurés toutes les 30 minutes. La
fluorescence spécifique est obtenue en divisant les unités de fluorescence au maximum d'expression
par la valeur de I'absorbance.

(ii) Southern Blot

5 pug d’ADN génomique ou 150 ng d’ADN plasmidique ont été digéré 2 heures a 37°C par les enzymes
de restriction sensible Dpnl et insensibles Sau3A et EcoRl aux méthylations. La sonde ADN (229 pb en
amont de pbgPE) a été amplifiée par PCR classique en remplagant les dNTP par des dNTP marqués a

la Digoxygénine (PCR dIG labelling mix ROCHE). La pureté et la quantité ont été controlées sur gel
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d’agarose puis la sonde a été purifiée par le kit High pure PCR purification (ROCHE). Le southern a
été réalisé d’apres (Givaudan, Lanois, et Boemare 1996) avec des modifications mineures :
température d’hybridation de 63°C.

(iii) Conversion au bisulfite

La conversion bisulfite a été réalisée sur de ’ADN génomique de TTO1 ou plasmidique purifié a partir
de culture de la souche TTO1/Pu4ee-gfp[AAV] cultivées en conditions avec et sans polymyxine B par le
kit d’extraction MaxiPrep (Mashrey Nagel). La conversion a été réalisée sur 300 ng d’ADN environ en
suivant les instructions du kit Methyledge bisulfite conversion system (Promega). LADN modifié a

été amplifié par PCR avec les amorces en annexe Table 2 et envoyé a séquencer (Eurofins).

Construction d’une fusion transcriptionnelle entre une forme réduite du promoteur pbgPE et la

AAV].
La région promotrice de pbgPE (123 pb dont 95 pb en amont de I’ATG) a été amplifiée par PCR en
utilisant les amorces listées en annexe Table 2 et digérée par Sbfl et Sall. Le produit de PCR obtenu a
été ligaturé dans les mémes sites de restriction du plasmide pPROBE-gfp[AAV]. Le plasmide

recombinant a été transféré par conjugaison dans le mutant phoP de P. luminescens.

IIl- Résultats
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Introduction

Bacteria live in environments that undergo pergetlterations and in which they are
challenged by antibiotics, bacteriophages, mutagensns and more. Which strategies do
bacteria use to optimize their chance of survividgifong mechanisms used by bacteria to
survive, there are two key strategies: phase atigeamc variation (Van der Woude 2011)
that corresponds to genetic alterations and thalbigy generated by epigenetic mechanisms
on clonal population (Dubnau et Losick 2006). Baoththese strategies lead to bacterial
heterogeneity. Bacterial population has been imditly seen as an isogenic and clonal
population genetically and phenotipically identicalhe development of single cell
technology such as cytometry and fluorescence wsutogy allowed the development of
studies showing heterogeneous gene expressiorciariah cells (Smits, Kuipers, et Veening
2006). Heterogeneity is found in various bacteika Balmonellain Salmonellacontaining
vacuoles (Helaine et Holden 2013) Bhotorhabdusduring the colonization of nematodes
(Somvanshet al 2012).

Photorhabdus luminescensubsp laumondii TTO1l is an entomopathogenic bacter
(Enterobacteriaceae) living in a symbiotic assommtvith the nematodeeterorhabditis The
bacteria-nematode complex invades insect larvaett@ndematode regurgitates its bacterial
symbiont directly into the hemolymph, the insedda. The bacteria can overcome the insect
immune system and colonize the insect body caedgihg to lethal septicemia (Waterfield,
Ciche, and Clarke 2009). Bacterial virulence faxtand insecticidal toxins also participate to
the insect death (Silvat al 2002 ; Nielsen-LeRougt al 2012). Once the insect host is dead,
bacteria bioconvert the tissues, digest the comtketite cadaver and the nematode feeds on it
as a food source while reproduction occurs throsghieral generations (Clarke 2014).
According to its dual lifestylePhotorhabduss a good model to study bacteria-insects and
bacteria-nematode interactions. Recently, it hasnbdemonstrated that th@ad genes
expression is under the control of a genetic swidtikhe promoter region. In the ON state
mad genes can be transcribed and the bacteria areaecbweth fimbriae. This form of
Photorhabduss called the M form (for mutualistic form) becaus is found only during the
symbiosis with the nematode. But, when thad promoter is in the OFF conformation, no
fimbriae are produced on the bacterial cell surf@ee only the P form (for pathogenic form)
of Photorhabdugs found. Only the P form, can multiply and kiflet insect and can support

nematode growth (Somvangtial 2012).
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Cationic antimicrobial peptides (CAMPSs) are prodléalowing insect infection (Bang et al.
2012 ; Haineet al. 2008) and act in complement of cellular immundyight against bacterial
invasion. CAMPs are small amphipathic basic peptiiem 15-40 amino acids (for review
see (Bulet and Stocklin 2005)) secreted by a lamgmber of organisms including plants,
animals and microbes and present a large variestratture. However, the two prominent
classes involved alpha-helical and beta-sheet geepfiTossi, Sandri, and Giangaspero 2000).
CAMPs have antibacterial activity acting throughaige interactions with the anionic
bacterial surface, predominantly binding to thediclipid A moiety of the LPS (Ranet al
1991 ; Srimakt al. 1996).

PhoPQ has been extensively studie@&aimonellawhere it controls about 3% &almonella
gene expression either in a direct or indirect wath(Kato, Groisman, and Howard Hughes
Medical Institute 2008). Among genes regulated R, virulence factors or genes
implicated in LPS modifications are found such mesyP and pbgPE pagP is directly
regulated by PhoP iSalmonellaspp, and responsible for addition of palmitatadues on
lipid A of the LPS. This lipid A palmitoylationconfers resistance towards cationic
antimicrobial peptides (CAMPs) (Guet al 1998) and reduce bacterial recognition by
immune system in a TLR4 dependant pathway (Kawagakist, et Miller 2004). Another
modification involved in LPS modification is thedition of an amino-arabinose on lipid A
core of the LPS (Gunn et Miller 1996). This modition modifies the global net charge of
bacterial cell membrane from negative to positiemferring resistance towards CAMPs
(Gunn et al 1998). In Salmonellathe pbgPE operon codes for enzymes responsible for
amino-arabinose addition on lipid A. PhoP indingegulatepbgPEexpression via another
two component system PmrAB (Gunn et Miller 199)gPEexpression is activated at low
Mg** concentrationspbgPE has been shown to have a role in bacterial vindeand
homologues have been described in other Gram nedadicteria such agersinig E. coliand
Photorhabdus pbgPE operon inPhotorhabdusis also required for virulence in insects
(Bennett et Clarke 2005) but neith@mrAB nor pmrD genes were found iR.luminescens
genome (Duchauckt al. 2003). In addition, PhoP-PhoQ also plays an désgerole in
virulence phenotype in thaphoP mutant lead to completely avirulent phenotype in
lepidopteran insects and sensibility towards CAMBesh as polymyxin B and cecropins A
and B (Derzellest al 2004). In addition, we recently showed thdllp gene encoding an
OMP belonging to the Ail/lOmpX/PagC/Lom family wasetttly regulated by PhoRiillp
also respond to Mg, the mainin vitro inductor, responsible for PhoPQ activation as riegb

in SalmonelladMouammineet al. 2014).
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Here, we demonstrated that the virulence stratdégy.duminescenss to produce a stable
sub-population resistant towards CAMPs which ipoesible of septicemia in insects. The
resistant bacteria represent only 0.5% of the wjjge population inP. luminesceng TO1
during in vitro cultures and we demonstrated tha$ heterogeneity relies on PhoP and

pbgPE Heterogeneity appears to be a key mechanismHotorhabdudife cycle.

Material and Methods

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions

The strains and plasmids used in this study atedli;m Table S1P. luminescenstrains were

routinely grown at 28°C in Luria-Bertani (LB) or Mller Hinton broth (Biokar), nutrient agar
medium (Difco), NBTA agar (Brunett al 1997). Photorhabduswas also grown in M9

liquid medium supplemented with 0.1 % casamino fcii41 mM nicotinic acid, 9.1 mM
sodium pyruvate, 0.1 mM CaCl2 and 0.2 % glycerdhwdifferent concentrations of MgQO
(10 pM and 10 mM). When required, antibiotics warsed at the following final

concentrations: polymyxin B 100 mg,l kanamycin, 20 mgJ}; gentamicin, 15 mg

erythromycin 15 mgt.

Antibacterial activity.

In vitro susceptibility tests to determine MICs weaverformed by the broth microdilution
method according to National Committee for Clinidahboratory Standards proposed
guidelines (Hetru et Bulet 1997), with some modifions. Stock solutions of colistin
methane sulfonate (Sigma) and polymyxin B (Sigmejendiluted in sterile water to obtain
concentrations of 20 and 50 mg/ml, respectivelpcistsolutions of cecropin A and B were
prepared in 0.5% acetic acid to obtain a conceatradf 0.4 mg/ml, cecropin A from

S. frugiperdawas prepared in distilled water at 0.5 mg/ml. Aiics were then added
directly to 96-well microtiter plates in twofold i@ dilutions. 10 bacteria grown at a OD

0.6-0.8 was dispensed into each microdilution witle MICs were determined in Mueller-
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Hinton broth (Biokar) following incubation at 28%9Gr 48 h. The microtiter plates were read

by visual observation.

Protein PhoP-His purification protocol

The entire coding region @hoP gene from TTO1 strain was amplified by PCR ancesligd
by Ndd andBanHlI (Table S2). The ligation of the PCR product afd was performed into
the same site of the expression vector, pETPhasf(Rflorgan, et Dempfle 2002) inserting a
His-tag in N-term part of proteins thereby gen@&gf-PhoP-His. The recombinant plasmid
encoding a PhoP-His fusion protein was transformexlE. coli BL21 (DE3) pLysS cells. At
an OD between 0.5-0.8, the expression of PhoP-ldsinduced by adding isopropyl-beta-D-
thiogalactoside at 0.5 mM, then an overnight inguctwas performed at 18°C. Bacterial
culture was centrifuged &;000 x gfor 15 minat 4°C, washed twice in resuspension buffer
(Tris 5 mM pH 7.5, NaCl 300 mM, Glycerol 10 %, Inazble 10 mM) and pellet was frozen
at -80°C for 30 min. Pellet was then suspended ml Sesuspension buffer and lysed by
sonication during 10 min at 4°C. Lysis productseveentrifuged at 10,000gduring 30 min

at 4°C. 500 pL of pre-equilibrated beads of Ni-Nagarose (Qiagen) in the wash buffer (Tris
5mM pH 7.5, NaCl 300 mM, glycerol 10 %, Imidazolds mM) were added to the
supernatant fraction and incubated during 45 mith whaking at 4°C. The fraction was
centrifuged at 500 g during 2 min at 4°C and wash 5 times with washdsuProtein was
eluted twice in 1 mL elution buffer (Tris 5 mM pH57 NaCl 300 mM, glycerol 10%,
Imidazole 200 mM). Concentration of recombinanttgiro was assessed by Bradford assay

and controlled by SDS-page gel. Recombinant pretere conserved at -80°C until use.

Electrophoretic mobility-shift assays (EMSA)

The promoter ohillp was amplified by PCR from the genomic DNA of TTéttain using
primers (Table S2) and purified using the High PR@&R Product Purification kit (ROCHE).
The 5’ ends of DNA were labeled using®¥P] ATP and T4 polynucleotide kinase (Promega).
Radioactive DNA probe (2000 cpm/ml), 200ng of pdidC)-poly(di-dC) (SIGMA) and
different amounts of PhoP-His were mixed with bingdibuffer (50 mM tris-HCI pH 8,
50 mM KCI, 50 pg/mL BSA) in a total 20ul volume damcubated for 20 min at room
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temperature. The mixture was then loaded ontotaven& % (w/v) polyacrylamide TBE
precast Gel (Invitrogen) and electrophoresed in IB& (Tris-Borate-EDTA) buffer for 1 h
at 100 V. Radioactive species were detected byradittgraphy. PhoP-His was activated by
in vitro phosphorylation with acetyl phosphate esvpusly described (Jubelet al. 2013).

Molecular techniques and RNA preparation

DNA manipulations were carried out as previouslgalied (Ausubett al 1999). Plasmids
were introduced intcE. coli Wm3064 (Table S1) by transformation and transferred to
P. luminescenby filter mating (Brillardet al 2002). All constructs were sequenced by MWG
operon Eurofins. Total RNA was extracted and pedifiwvith the RNeasy miniprep kit
(Qiagen), including a DNase | treatment step. FmheRNA preparation, we assessed DNA
contamination by carrying out a control PCR. Thargity and quality of RNA, respectively,
were assessed with a NanoDrop 2000 spectrophotoifiétermo Scientific) and an Agilent
2100 Bioanalyzer with the RNA 6000 Nano LabChip {gilent). Material for gPCR
analysis was prepared by extracting total RNA frima P. luminescenswild-type strain
grown in Luria broth, in Luria broth supplementedthwpolymyxin B or M9 medium
supplemented with 10 uM or 10 mM MgSO4. For the panson between total and resistant
population, RNA were prepared from an OD540=0.3ucal before adding polymyxin B in
the medium and after adding polymyxin B (around120hours later when the OD reach
again 0.3). Samples were differentially analyzedvaluate gene expression level before and
after adding polymyxin B (three independent biotadjireplicates) and in 10 pM versus 10
mM MgSO4 M9 supplemented medium. The primers usethis study (Eurogentec) are
described in Table S2.

RT-gPCR analysis

RT-gPCR was performed in two steps. First, the cDM& synthesized from 500 ng of total
RNA, with Super Script Il Reverse Transcriptasevifhogen) and random hexamers
(100 ngfl) (Applied Biosystems). We then carried out gPCR triplicate with the
LightCycler 480 SYBR Green | Master kit from Rocbeagnostics, with 1 pul of cDNA
synthesis mixture (diluted 1:100) andull of specific primers for the genes studied (Table
S2). The enzyme was activated by heating for 10ah@5°C. All gPCRs were performed in
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three technical replicates, with 45 cycles of 9535 seconds, 60°C for 5 seconds and 72°C
for 10 seconds, and were monitored with the Liglet€y480 system (Roche). Melting curves
were analyzed for each reaction and each curveaicmat a single peak. The data for each
sample are expressed relative to the expressial t#vgyr, using REST software 2009
(Pfaffl, Horgan, et Dempfle 20023s previously described in (Jubek al 2013). This
method provided a relative quantification of thgpeession of a target gene with respect to a
reference gene, for the comparison of the wild-tsfpain in different growth conditions.

Evaluation of resistant sub-population.

Antibiograms are performed as follows. An exporahti phase culture was diluted in
Mueller-Hinton medium and 1 mL of a total of*10FU was spread on Mueller Hinton agar
plates and lay for 5 minutes. The excess was rethawd plates were let to dry for 5 to 10
minutes. Paper discs were filed on the plates oitlwh00 pg and 50 pg of polymyxin B
were added in a maximal volume of 10 pl. Platesewecubated at 28°C and results were
observed after 48h incubation.

To quantify the proportion of resistant sub-pogolain total populationn vitro, we assessed
CFU on nutrient agar plates. Samples of the sarttarewf wild-type strains were diluted
and at least three dilutions were spread on platis nutrient agar or nutrient agar
supplemented with polymyxin B 100pg.fhlfinal concentration to isolate the resistant sub-
population. Samples were collected during bactegedwth at each key point (lag,
exponential and stationary phase). Plates weretedu8 h after incubation at 28°C.

Construction of plasmids expressigig/AAV] under the control opbgPEgene promoter

As described in (Jubeliet al. 2011), we use a similar method to construct pidsm
expressing the reporter gegd{AAV] under the control of thepbgPE or lacpromoter
region. The construction ofi,2gfp[AAV] has been described elsewhere (Abi Khattar®00
The construction of the Rpedfp{AAV] was performed as follows. Briefly, DNA fragme
corresponding to thebgPE promoter region (198-bpyvas amplified by PCR from TTO1
genomic DNA with primers containing lpnl or Xba restriction site. The PCR products

were digested and inserted into the corresponding fepPROBEgp[AAV] plasmid.
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Finally, Rac-gfp[AAV] and Purgredf[AAV] were transferred by bacterial mating in TTO1

strain.

pbgPEexpression in individual bacterial cells by floyt@metry

Bacterial strains were grown in LB supplementechvkidanamycin at 28°C. All the cultures
were standardized with initial QR=0.05 in 100 mL LB medium. For kinetic analyses,
samples were taken at the indicated time pointshe@ once with PBS (without calcium and
magnesium) and bacteria were fixed in PBS-formatldeh2% for 15 minutes at room
temperature. For resistant subpopulation analgsisiples were collected at an §§0.3
before adding polymyxin B 100 pg.hland at an OR0.3 after culture treatment by
polymyxin B. Samples were then washed once with BB& bacterial pellets were stored at
4°C until flow cytometry analysis. Thereafter, séimples weranalyzed in a FACS Canto Il
flow cytometer (ROCHE), and tested for GFP quardiion and live dead analysis. Ten
milliliter of culture were washed once with PBS aeduspended in 1 mL PBS for each color
or multicolor staining: Hoechst 33342 strain (ROQhithich colors dead and live cells (1/10
diluted), Fixable Viability Dye eFluor 660 (ROCHE) uL for 1 mL), Hoechst + eFluor 660
and none treatment. Cells were stained in HoednstS minutes at room temperature in dark
and 30 minutes in €660 in dark and at 4°C. Thers#mples were washed once in PBS and
fixed as described above.

Forward scatter (FSC), side scatter (SSC) and Ghanpeters were set to log, and bi-
exponential display was used for the GFP paramétemotal of 30,000 bacteria for each
sample were captured unless otherwise indicatedranddata were analyzed with FlowJo
version 8.8.6 software (TreeStar). Compensationse wiene if necessary. Only live cells

were count in GFP analysis (Hoechst positive anldage60 negative).

In vivo pathogenicity assays.

The common cutworm$podoptera littoralis was reared with a photoperiod of 12 h on an
artificial diet at 24°C. Fifth-instar larvae werelacted and surface sterilized with 70%
(vol/vol) ethanol prior to intrahemocoelic injeatioThen, with a Hamilton syringe, groups of
20 larvae were injected with 20 pl a total of GFU of bacteria in exponential growth phase

culture supplemented with antibiotics when necgs$polymyxin B 100pg.mt). Treated
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larvae were individually incubated for up to 96amd the time at which insects died was
recorded. Bacterial concentrations were determye@FU by plating dilutions onto nutrient
agar. Statistical analysis was performed by compgasurvival experiments. The rank test
(Wilcoxon test) was used to compare mortality pates previously described (Jubediral
2011).

For bacterial growth kinetics in insect larvae,fié-instar larvae were injected with 20puL of
overnight cultures prior washed once and dilutedBS (with antibiotics if necessary). 20
and 40 larvae are respectively used to monitomp#tbogenicity and the bacterial growth in
hemocoel. 4 groups of 2 larvae are surface stedlwith 70% (vol/vol) ethanol, crushed
using a TissuelLyzer Il (Qiagen) at each point & kimetic in 3 mL LB medium and then
centrifuged at 40 g during 2 min to remove large larval debris. Numbérbacteria is
evaluated by observing an aliquot in fluorescenezaacope, the extract is diluted following
the estimation and bacterial concentration wasrohted by CFU plating dilutions onto
NBTA nutrient agar supplemented with erythromycis fig.mi*. To evaluate bacterial
concentration of the resistant sub-population tagep were supplemented with erythromycin

15 pg.mil and polymyxin B 100ug/ml.

Results

phoP and pbgPE are required to CAMP resistance inP. luminescens

The resistance profile of wild type population ()0 phoP, the complemented
phopPaphoPQ mutant strairpbgE and the complementgobgER.pbgPE mutant strain,
toward cationic antimicrobial peptides (CAMPs) wasalyzed by minimal inhibitory
concentration (MIC). As previously reported (Deleat al 2004 ; Bennett et Clarke 2005),
TTO1 resists to high doses of CAMPs wh#oP andpbgE mutant strains are susceptible at
very low doses of antimicrobials especially MIC hvipolymyxin B (Table 1). The
complementated straingHopP.phoPQ, pbgEP.pbgPE) restore the wild-type resistant
phenotypes. The main explanation would be thatwild-type population is completely
resistant toward CAMPs and that PhoP aghd)PE are fully required to induce CAMPs
resistance. However, when a log less CFU of wiftetgtrain was used as inoculum in the
MIC assays, the bacterial growth in presence ol ltigncentration of polymyxin B is weak

(Pagés S., data not shown).
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PhoP directly controlspbgPE and phoP expression inP. luminescensin vitro

In other Gram negative bacterghgPEhas been described to be under the indirect regula
of the two component system PhoP-PhoQ, lik&.ilyphimurium (Gunn et Miller 1996), or
under the direct regulation of PhoPQ like Yn pseudotuberculosi@-lamezet al 2007).
Moreover, we previously showed that the phosphtegldorm of PhoP can directly bind the
promoter region o&illp gene, a PagC related protein (Mouamnebhal. 2014). In order to
have a better understanding of PhoP reguloRhatorhabduswe described the interactions
between PhoP angbgPE promoter region using electro-mobility shift assajEMSA),
EMSAs were carried out to compare the interactioofiles of different amounts of PhoP
protein on the 198-bpbgPEand 206-bgphoPpromoter regions (figure 1). A recombinant N-
terminal His-tag PhoP protein (PhoP-His) was fmstduced from PPhoP-His vector (Table
S1). The PhoP-His protein was purified and phosgatedin vitro by incubation with acetyl
phosphate. Then, different amounts of phosphonylated unphosphorylated PhoP-His were
mixed with radiolabelegphoP and pbgPEpromoters. A gel shift pattern was observed when
1.5 uM, in the case gfhoP,and 3.1 uM, in the case pbgP, of phosphorylated PhoP-His
was added (figure 1). Nghiftedbands were observed upon incubation with unphosgtdted
PhoP-His. Therefore, PhoP-His protein can spedtlfitand to the promoter region qgfhoP
and pbgPE confirming that the active form of PhoP corresporid the phosphorylated
isoform and showing the positive feedback loop leéf® on its own expression.

Low magnesium activate PhoP-dependent gene exprassin P. luminescens

It has been shown that low concentrations of Magtivate the expression of PhoP-dependent
genes inSalmonellawhereas high Mg concentrations repress the system ((for review see
(Groisman 2001 ; Kato, Groisman, et Howard Hughesdikhl Institute 2008). We also
previously demonstrated that Rhotorhabdusaillp gene, which is a PhoP activated gene,
responds to low Mg concentrations. To extend our studyptgPEamong other genes, we
used RT-gPCR approach to evaluate the effect of Mgf" concentrations on PhoP-
dependent genes expression. RT-gPCR was performd&Né from TTO1 strain grown in
M9 minimal medium supplemented with 10 uM or 10 ivgS0O4 at an OD around 0.3. The
figure 2 shows that in 10 uM MgSO4 conditipbgP expression in TTO1 is 8-fold more
important than at 10 mM whereas it only represef@it5afold increase fopbgE For aillp
gene expression is similar pipgPat 10 uM with 9-fold increase. This confirms tpagPEis
also induced at low concentrations of MgSO4Pinluminescens It has previously been

shown that irS. Typhimurium, suboptimal concentrations of CAMPs edso activate PhoP-
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dependent gene expression (Baeéeral. 2005). The involvement of CAMPs suboptimal
concentrations opbgPEexpression was investigated and no increasinpgPEexpression
was detected compared to wild type strain withcedttnent (data not shown).

To go further, we defined the transcriptionnal tstaof pbgPE and aillp genes. The
transcriptionnal start gfhoP was already identified by Derzek al 2004 (figure 3). RACE
PCR approach was used to determine the transcrgbtgtart by analyzing RNA extracted
from TTO1 cultures in 10 uM MgSO4, the inducing diion. We identified conserved -35
box and more divergent -10 box, two conserved diteghe fixation of RNA polymerase
enzyme (figure 3). When compared & Typhimurium, no conserved PhoP box was
identified in Photorhabdusand no consensus between #ildp, phoP and pbgPE genes of
Photorhabdusvere found.

Only 0.5 % of the bacterial population resists to @MPs.

Unlike MIC, antibiogram allows analysis of bactérr@sistance towards CAMPs at the
individual level. We analyzed the resistance peofif wild type populationphoP andpbgE
mutant and their respective complementatiphoPRP,phoPQ, pbgEP.pbgPE strains
(figure 4). Surprisingly, only few colonies from UT can grow in the halo containing a
gradient of polymyxin B concentration demonstratingt the most part of the wild type strain
appears to be susceptible to polymyxin B. In cattnao clones were observed in the halo for
phoP and pbgE strains. ThephoPP,phoPQ complemented strain has a similar profile tha
the wild-type strain with more resistant clonesofab7% of resistant bacteria in total
population) and th@bgEP,pbgPE complementated strain has a fully resistahemotype.
We can conclude that the TTO1 strain is heterogemnath the major part of its population
which is susceptible towards CAMPs and a few pasistant. According to these results, it is
likely that the resistant sub-population Bf luminescensequires expression ghoP and
pbgPE

We next quantified the proportion of resistant audceptible sub-populations in the wild-
type strain during bacterial growth by spreadingté&aa on nutrient agar plates supplemented
or not with polymyxin B (figure 5). We observed tlaout 0.5% of the wild-type population
can resist to CAMPs overtime. When adding polymyBim the medium, the percentage of
resistant sub-population increases to reach alf®0%i in four hours, but if the selection
pressure is removed the percentage of resistatérimdecreases from 50 % to 11% in less
than 24 hours and 5% after 38 hours. So the hetasity of the wild type population is

reversiblan vitro.
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PhoP-dependent genes are over-expressed in the poixin-resistant sub-population

The relative expression of PhoP-dependent genagbaetthe resistant sub-population and the
WT were analysed. RNA samples were collected fractdria grown in LB medium (OD =
0.3) and after the polymyxin B treatment when thegch again an OD = 0.3. We observed a
pbgP, pbgE and aillp; RNA increases by 4 to 5-fold following the antimuibial treatment
compared to the wild type population (figure 6).cBesepagC is PhoP-independent in
PhotorhabdugMouammineet al. 2014) it is used as an internal negative contrtohsasrecA
andgyr. We also tested other genes previously describée@ tinvolved in resistance towards
CAMPs. galE and galU are two genes implicated respectively in biosysitheof UDP-
galactose and UDP-glucose two precursors of L-aarmaimnose biosynthesis (Easom, Joyce,
et Clarke 2010). Addition of L-aminoarabinose cosfeesistance towards CAMPs when
conjugated on LPS lipid A (Bennett et Clarke 200&)xpression opagP, galEandgalU is

not statistically dissimilar in resistant bactahan in WT-population.

To confirm that the emergence of the resistantmsafslation is correlated to a higher amount
of pbgPEexpression at the single cell level, we constdietéranscriptionnal fusion between
the promoter region opbgPE operon and a destabilized GFP, the TTELHROfP[AAV]
reporter strain (figure 7A). Cytometer analysioaikd the quantification of cells expressing
pbgPEduring growth without any CAMPs selection (figufB). The maximum opbgPE
expressing bacteria was observed during exponegroalith phase with almost 15%. Next,
the same procedure was used to compare the flemesqrofile of bacterial population
during the selection of the resistant sub-poputatiath polymyxin B (figure 7C). After
addition of polymyxin B (12 h post treatment), theare 32-fold more live bacterial cells
expressing GFP. It is noteworthy that the GFP sitgrrepresentative gibgPE expression
per cell (X-axis) is not higher in LB than afer polyxin treatment. Such data are consistent
with a selection mechanism of resistant sub-pomraby a representative of CAMPs, the

polymyxin B.

Resistant sub-population is the insect killer.

As thepbgPEexpressing sub-population allows TTO1 growth iegence of CAMP#® vitro,
we studied the fate of resistant sub-populatiomsects by performing vivo growth kinetic
of TTO1 strains (figure 8). At different post-infean time-points, resistant sub-population
was quantified by plating extracts of crushed ihdecvae (Figure 8A). As previously
described (Jubeliat al. 2011), after few hours post-injection (hpi), #heras a 3-log decrease

of the number of alive TTO01, this phase is called@nce. Obviously, at this time point (6 to
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10 hpi), the alive population reached the numberesistant bacteria (Figure 8B). It is
noteworthy that AMPs are synthesized between 4itou8s post infection (Bargf al 2012)
which corresponds perfectly to our clearance phaseng the septicemia phase (between 24
and 48 hpi), almost all insects died. It is cleaattduring bacterial growth resistant sub-
population over-competed susceptible population drad septicemia depends on resistant
bacteria multiplication. To support that resistanb-population can kill the insect earlier, we
injected pre-selected resistant sub-population \pibhymyxin B in insects and monitored
insect death during time. When injected polymyesistant sub-population, the shlwere
observed 4 hours earlier compared to TTO1 WT pdjaungFigure S1 supplemental data). As
observed duringn vitro cultures, we tested the reversibility of the regis phenotype after
long-term incubation in insects. After 7 day pagection in the insect cadaver, the wild-type
population is back to the proportion obserwedsitro without any selection, about 0.5% of

resistant bacteria in the total population (datashown).

Discussion

P. luminescendTO1 is a heterogeneous population composed ofsiwmpopulations: one
resistant and one susceptible to CAMPs. The resgistzb-population represents 0.5% of the
wild type population. Its emergence requires the-temponent system PhoP-PhoQ and
pbgPEgenes. We demonstrated that PhoP can activasevitdranscription though a positive
feedback loop as previously described (Derzetlal 2004.). Contrary to what have been
extensively described i8. Typhimurium or inE. coli, a direct binding of phospho-PhoP on
the promoter region gfbgPEoperon occurs i?. luminescensThe architecture of the phoP
regulon is closer off. pseudotuberculoswhere PhoP also directly birgbgPE promoter
(Flamez et al 2007). ForS. Typhimurium the PhoP recognition pattern is a atpe
hexameric sequence (G/T)GTTTA-5pb-(G/T)GTTTA (Leggoet al 2003). However this
conserved pattern is not foundRiotorhabdusComparison of 5’UTR of the genes directly
regulated by PhoP such pbkoP, pbgP and aillp showed no conserved sequence pattern
(Figure 3). In contrast, induction of PhoP at lowg’¥ concentrations remains conserved
between different enterobacteria. There is a debetend Mg* as an inducer of PhoP-
dependent genes. B Typhimurium Md* induces PhoP-dependant geiresitro in culture

medium but in macrophages the concentration of'Mgfrom milimolar in concentration and
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it has been clearly shown thattoPexpression was not induced by Mén macrophages even
two hours after infection (Martin-Orozcet al 2006). In insects few data are known
concerning M§" concentrations in insect hemolymph. In fact, is ieen suggested that
phytophagous insects have high levels of*Mig their hemolymph (Whitcomb 2012). So
even if Md* can promote resistance gene expressiaritro, it does not represent a stimulus
consistent with the bacterial lifestyle. 8almonellaand inYersinia,acidic pH and CAMPs
are better candidates fam vivo signals inducing PhoP-dependent gene expressiothel
different Yersiniaspecies, there are variations in resistance geggsation, indeed PhoP is
indirectly involved in pbgPE expression (through PmrAB) iY. pestiswhereas inY.
pseudotuberculosi®hoP directly regulatpbgPE expression as iR. luminescensFew are
known aboutY. enterocoliticaconcerningpbgPE expression but this strain is as sensitive
towards polymyxin B as thehoP mutant ofY. pestis Also aphoP mutant ofY. pestids 10-
fold more sensitive to killing in macrophages thamphoP Y. pseudotuberculosisiutant
(Grabensteiret al 2004). Macrophages, like insect hemolymph, costaCTAMPs such as
defensin or cathelicidin-related antimicrobial péet(Zaiou et Gallo 2002 ; Selsted al
1983 ; Lehreet al. 1983).PhotorhabdusandYersiniahave therefore to face the similar host
defenses. HoweveiPhotorhabdusand Y. pseudotuberculosihiave different lifestyles
(extracellular and intracellular respectively). ikedt link between PhoP amibgPEpromoter
may be selected to give a better chance for thiebado face antimicrobial peptides in these
bacteria.

We have also demonstrated that only the resistdnpspulation can grow and kill the insect.
It is likely that the susceptible bacteria havebgE behavior that is avirulent in lepidopteran
insects ((Bennett et Clarke 2005), Pages, unpuddistata). The. luminescenketerogeneity

is clearly essential for bacterial survival and slhiecess of the parasitic life cycle. Somvanshi
and colleagues have also found two sub-populatdig 01 in nematodekl. bacteriophora
the natural symbiotic partner f&hotorhabdusThe two sub-populations allow the bacteria to
switch between its two hosts the nematode and rikect. The M-form is found in the
nematode partner whereas the P-form is presensétci prey (respectively for the mutualistic
and pathogenic lifestyle of the bacteria). Here demonstrate that the P-form &f.
luminescensITO1 described by Somvanséi al 2012 is, in turn, subdivided in two sub-
populations: the resistant and the susceptibleamkeonly the resistant sub-population can
grow and develop in insects. Contrary to the M/Bnfo that allow the bacteria to switch
between the two hosts, we can propose a model inhwthe heterogeneity of the TTO1

population permits bacterial survival in variousents. Thenematodetransmission ofP.
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luminescengo insects is not specific contrary to its mutualisétationship (Clarke 2014).
Indeed, Photorhabdushave to kill a wide range of insect larvae maimyDiptera, and
Lepidoptera and less in Coleoptera to endorse glatenlife cycle of its nematode hosts
(Laumond, Mauléon, et Kermarrec 1979). Each infauily has its own way of defense with
different patterns of CAMPs produced. As an exantipéececropines are more conserved in
Diptera than in Lepidoptera (Hetru, Hoffmann, ennklack 2002). We therefore propose that
the preexisting resistant sub-population is reguiie@ successfully invade any insect. This
hypothesis is consistent with the reversibility thé resistance observed seven days after
insect injection. In addition, the modifications Id®S are pleiotropic allowing the resistance
of different classes of antimicrobial peptides whihey are cationic. This coping strategy is
called a Bet-Hedging strategy and it has been sktely studied in the case of persister cells
and sporulation (Lewis 2007 ; Veening, Smits, etp€ts 2008). The observation of bacterial
colonies ofP. luminescensext to the paper disc in antibiograms (Figuréngjlies that our
resistant sub-population is not persister cellsleéd persister cells enter in dormancy and
cannot multiply in presence of antibiotics (MoyedBeoderick 1986). In addition, we also
confirmed this result by using ciprofloxacin as\poeisly used irP. luminescen§Somvanshi

et al 2012) to evaluate the proportion of persiterscellne log less persisters (0.09%) than
resistant cells were obtained (data not shown)re&mrding mechanisms regulating phase
variation in bacteria, it has previously been shdhet bacteria such dseiserria sppand
Helicobacter pylorican present different populations with various L#8ns. The main
underlying mechanism is slipped-strand mispairiagrino et Virji 2000 ; Wangt al. 2000).
Slipped strain mispairing occurs when repeated essrps between parental and daughter
strain of DNA are misaligned during replication oeparation process resulting in an
increasing or decreasing number of repeated segsegii@vinson et Gutman 1987 ; Van
Belkumet al. 1998). However, the comparison of promoter DN4ussnces ophoP, pbgPE
and aillp; as well as thghoP-phoQoperon from the wild type and the resistant sub-
population did not show any mutation, insertion daletion (data not shown). We also
compared the promoter region environmentpbPE and phoP genes and no inverted
repeated sequenced, responsible for sequence ioveim example, were identified. To
reinforce the hypothesis that the switch occuthatlevel ofpbgPEpromoter and not at the
PhoPQ level, we showed that the PhoPQ-depenaiély; gene transcription occurs in all
bacterial cells (Mouammine, unpublished data), thatot observed witpbgPE(figure 8C).

As a conclusion it is likely that the underlying chanism responsible for bacterial
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494  heterogeneity in TTO1 strain is original and prdigadpigenetic but remains to be identified
495 and characterized.
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Figqure legends

Table 1: TTO1 resists at high doses of CAMPsBacterial strains were cultured with
increasing concentrations of insect (Cecropin Al aron insect CAMPs (colistin and

polymyxin B). All concentrations are indicated ig/mL

Figure 1: PhoP directly binds the promoter region of phoP and pbgPE genes.
Electrophoretic mobility shift assay was carried tautest the binding of PhoP-His protein
activatedin vitro with ACP 10 mM (P-PhoP-His) or non activated PhtiB{PhoP-His) on
phoPandpbgPEpromoter regions. The PhoP-His concentrationcatdd are in micromolar.
To ensure that the fixation is specific, we usedBffoteins and poly(dl-dC) in the binding
buffer.

Figure 2:pbgP and aillp expression increased at low concentrations of MgSO Total
RNA from TTO1 wild-type strain oPhotorhabdus luminescensas used for RT-qPCR
analysis with internal primers specific for the izated genes. mRNA levels were normalized
against those of a reference gereef). Data are presented as gene expression levefat
wild-type strain. The error bars indicate techniagllicates. One representative experiment

analyzed with ROCHE program.

Figure 3:No conserved PhoP box identified in PhoP-dependamfenes Transcriptionnal
initiation start evaluated by RACE PCR in TTGl1s TTO1,pbgPTTO1) were aligned with
those already identified in TTOpl{oP TTO1) and inSalmonella(phoP salm,pbgP salm). In
red are identified the -35 boxes and in purple -tt{& boxes. The transcriptional start is in
green. In the case ghoP andpbgP from Salmonellathe identified PhoP box and PmrAB

box respectively are underligned

Figure 4: TTO1 wild type strain population is heterogene TT01, phoP and pbgE mutant
and their respective complementatigrt®PP,,phoPQ andbgE /P,pbgPE were layed on
Agar plates with paper discs at 500 pg and 50 pyaplyimyxin B. Antibiogramms mesure the
resistance or sensible profil of bacteria againgibatics. By diffusion in plates polymyxin
create a growth inhibitory halo visible except fobgE /P.pbgPE where the strain is
completely resistant.
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Figure 5:0nly 0.5% of resistant bacteria can resist to polyyxin B in TTO1. By CFU on
nutritive agar plates and nutritive agar plategptempented with polymixin B we assessed the
proportion of resistant bacteria during TTO1 growththe boxes are indicated the percentage
of resistant bacteria for each OD tested. The blmekrepresents the growth curve of TTO1

strain over time. This experiments were realisddadt three times.

Figure 6:pbgP, pbgE, phoP and ailp; expression is increased in resistant sub populato
compared to wild type population Total RNA fromTTO01 wild-type strain d?hotorhabdus
luminescensultured with or without polymyxin B was used folTfQPCR analysis with
internal primers specific for the indicated gema&NA levels were normalized against those
of a reference genaeCA). Data are presented as a ratio of values for wilymyxin B
condition and without polymyxin B condition. Therbandicate standard errors calculated
using Taylor’'s series. Significant differences @ue < 0.05) are indicated by asterisks (*).
The relative quantification results were obtainezht at least three independent experiments
with the REST 2009 program.

Figure 7:32-fold more bacteria express their resistance geradter polymyxin B selection

A: Representative scheme offp=gfp[AAV] the transcriptional fusion between pbgPE
promoter and destabilized GFP, the picture reptes&iFP-positive bacterium expressing its
resistance genes.

B: TTO1/ Rugredf/AAV] was cultured in LB without polymyxin B seldoin and cytometry
course time were assessed. Briefly samples weleveduring each bacterial growth phase,
live and dead stained formaldehyde fixed and aealyp FACS Canto Il cytometer. Only
live cells are analyzed. Results are presenteataglots with the Side scatter relative to GFP
intensity. Each dot represents one bacterium.

C: TTO01/ RugredffAAV] was cultured in LB two samples were collectexhe before and
one after adding polymyxin B in the culture mediuive use the same representation than in

B pannel. All the experiments were performed asti@times.

Figure 8:Resistant sub-population.is the major population dring septicemia.
A : Representative scheme of experimental procedure
B : After CFU counting of 4 insects larvae crushimg condition at each time point post

injection. Black bars represent insect TTO1 wilgeystrain extracted from insects and spread
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on nutrient agar (black histogramm) or nutrientraggplemented with polymyxin B (grey

histogramm). One representative experiment of rtiae three.

Figure S1:Resistant sub-population Kills quicker insects whercompared to wild-type
strain. The results represent the survival curve of T{i)te) and pre-selected resistant sub-
poplation with polymyxin B (green) over time in eéws. More than seven independent
experiments were analyzed with R software. Resalés statistically different (Wilcoxon
Test).

Article 2



Table 1

Strains MIC (ug/mL)
colistin Cecropin A Cecropin A Polymyxin B
(S.
frugiperda)
TTO1 >10.000 >25 > 50 >250
phoP 20 0.8-1.6 6-12 1-3
PacPhoPQ >10.000 >25 >250
pbgE <20 7.8-15.5 6-12 1-2
PapbgPE ND ND >250

Article 2




Figure 1

P-PhoP PhoP

| A

( ) |

() 1.5 31 47 6 () 1.5 31 47 6

pphoP

Article 2

ppbgP

P-PhoP

)

(

¢ 15

3.1 47

6




Gene expression relative to recA

10,00

1,00

0,10

0,01

Figure 2

Article 2

x8

pbgP

X2.5

pbgE

phoP

x9

ail1Pl

ail2pPl

Genes

B TT01 10 uM
TT01 10 mM



Figure 3

ail1l TTO1 ACAATAAACGAGATTGAGIIGIETCTATTGATTGTTGATAAATARTCGoaCal
phoP TTO1 TATTTCCACTTAACGICT] TACAGATCCATGTAT CTCA
pbgP TTO1 TCATACCTGTIGTITTA CAAATATAGTCATCT CGTTAT
phoP sal m ACTATTTGICTGGITT CAACGCCT]

pbgP sal m CTTCACCTTAATTTCTT TCAGCT]

TTTAATCTTCATCCA
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Figure 7
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Figure 8
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Table S1Strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Description

Source or reference

P. luminescens strains
TTO1

phoP
pbgE
TTO01/ Rygee0fp[AAV]

TT01/ RyphoPQ
TT01/ RopbgPE

E. coli strains
XL1 blue MRF’
WM3064

BL21 (DE3) pLysS

Plasmids
pBBR1-MCS5
PagphoPQ

PadbgPE
pPROBEgfP[AAV]
Pobgredfp[AAV]
pPETPhos

PT7Ph0P‘HiS

Strain isolated from the nematddeterorhabditis
bacteriophoralHO1 in Trinidad; wild-type form
TTO1phoP:cat ;phoPmutant

TTO1pbgEl:Kan ; pbgEmutant

TTO1 carrying Byypegfp{AAV] plasmid, Km®
TTO1 carrying RphoPQ plasmid, Kf
TTO1 carrying RpbgPE plasmid, Kfh

A(MmcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-myt73 endAl
SUpE44 thi-1 recAyrA96 relAl ladF' proAB
lacl’Z4M15 Tnl0 (Tet)]
thrB1004pro thi rpsL hsdS lacXM15 RP4-1360
A(araBAD)567 AdapAL341::[erm pir (wt)]

Fdcm ompT hsd& mg) gal A(DE3) [pLysS
Canf

Broad host range vector, Smob

2.5-kb fragment cloned into pBBR1-MC&#I-
Pstl (under B promoter control)

7.5-kb fragment cloned into pBBR1-MO%$i -
Sacl(under . promoter control)
Plasmid (pBBR1 replicon) containingfp[AAV]

Laboratory collection
(Derzelle et al. 2004)
(Bennett et Clarke

2005)

This study

(Abi Khattar 2009)
(Abi Khattar 2009)

Stratagene

(Paulick et al. 2009)

Laboratory stock

(Kovach et al. 1995)
this study

this study

(Miller, Leveau, et

gene downstream from a multiple cloning site, KanLindow 2000)
pPROBE with gffAAV] under the control opbgPE this study

promoter, Kaf
pET28 replicon, Afip

pET28 witiphoR His-tag) in N-term under the
control of T7 promoter; Anip

(Canova, Kremer, et
Molle 2008)
(Mouammine 2014)
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Table S2: List of primers used in this study

P 1 1 1 L
rimer Primer sequence (5’ to 3) Use
name
L-PhoPHis- | CGCGCGCCGCATATGCGGATATTGATCGTTGAAG
Ndd ACAACATGTTACTGC cloning of PhoP-His from
L-PhoPHis- | GCGCGGATCCTTACACATCGAAGCGATAGCCTTG| " notorhabdus luminescefig01
BanH GCCCCG
L-aillp-ECO | CGGAATTCAAAGCGGGTATCCAGGTTTA _ _

cloning ofaillp promoter from
R-aillo-Bam | CGGGATCCCCTACCGCTACCACTGAAGC Photorhabdus luminescefig 01

L-PopgreXbal

GCTCTAGATTACAGTCCAGGCTTATGTATGTGCC

cloning ofpbgPEpromoter from

=)

R-Poogre CAGGTACCCTATGGAAGAAAGCTATCCATAAAAC | Photorhabdus luminesceig 01
Kpnl ACAGTCC
L-PohorXbd | GCGCTCTAGAAAACATCCGTCTGTTGCTATCC )
cloning ofphoPpromoter from
R-PoorKpnl | GCGCGGTACCCTCTCCAGCAGGCAGTTATTG | notorhabdus luminescefiy01
R-ail1PI- GGCGTCATTAAATTTTGCGTA
RACE 1
R-aillPI- TGCAGCACCAATCATACCAT Race PCR amplification to find out
RACE 2 aillp transcriptional start
R-ail1PI- ATTATCCAACTCGTAGCGGTATTTC
RACE 3
R-pbgPE- | GCGAATATTCATTGATTCCAATTTA
RACE 1
R-pbgPE- CAAAAGCATCAATACCCAAT Race PCR amplification to find out
RACE 2 pbgPEtranscriptional start
R-pbgPE- | CTGAGCAATTCCACGCAATA
RACE 3
L-gyrB ATACACGAAGAAGAAGGTGTTTCAG gRT-PCR of an internal region with
gyrB from Photorhabdus luminesce
R-gyrB TACCTGTCTGTTCAGTTTCTCCAAC TTO1
L-ail1PI AGAACATTAGTGGCTTCAGTGGTAG qRT-PCR of an internal region with
ail 1 from Photorhabdus luminescer
R-ail1PI ATTATCCAACTCGTAGCGGTATTTC TTO1

=)
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L-pagP

TGGTAAATATCGTTACGACGAAGAC

gRT-PCR of an internal region with

5

5

IS

pagP from Photorhabdus

R-pagP AATAACGGTAATGGGAGTGGAATAG luminesceng TO1

L-pagC GTATCTGCGATAACTTTACCTGCTC gRT-PCR of an internal region with
pagCfrom Photorhabdus

R-pagC CATTATAGCTGTAGCCAAGATGGAC luminescen3 T01

L-phoP ATTACTATCTGGTCGAGAGCGAAC gRT-PCR of an internal region withjn
phoPfrom Photorhabdus

R-phoP TGGTAACATAATCATCTGCTCCTG luminesceng TO1

L-pbgP GAATTCGATGTCTAAAGTTTCATGG gRT-PCR of an internal region with
pbgPfrom Photorhabdus

R-pbgP GCGAATATTCATTGATTCCAATTTA luminesceng TO1

L-pbgE TTGCCACTAGCCTTATCTACATCTC gRT-PCR of an internal region with
pbgEfrom Photorhabdus

R-pbgE TTAGTCATAAAACCCATACCACAGC luminesceng TO1

L-galE CAACTAACCCTTATGGCACTTCTAA gRT-PCR of an internal region with
galE from Photorhabdus luminesce

R-galE GATAAACATTCCAGACGACCAATAG TTO01

L-galU AGTTATGGTATTGTCGATTGTCAGG gRT-PCR of an internal region with
galU from Photorhabdus

R-galu ACATAGCGATTGCATCAGTAAGTTG luminesceng TO1

L-recA GTTCAATGGACGTTGAAACTATCTC gRT-PCR of an internal region with
recAfrom Photorhabdus luminesce

R-recA ATCAACACCCAACTTCTTAGCATAG TTO1

NS
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V- Données complémentaires sous forme de

résultats -discussions
A- Introduction

Plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine de I'hétérogénéité d'une population (cf. Chap I-IV
introduction générale) comme des niveaux critiques de transcrits dans une cellule ou de protéine
(ex : un faible nombre de transcrits associé a une forte traduction), ainsi que certaines modifications
post traductionnelles de la protéine. Enfin, il reste une hypothése qui est souvent associée a la
bistabilité et qui n'a pas encore été testé dans les précédents chapitres : la méthylation.

Dans ce chapitre, nous nous sommes efforcé d'éliminer les hypothéses en partant de ce constat :
dans la population sauvage on a une hétérogénéité, dans le mutant phoP on perd ce caractere, ainsi
PhoP pourrait étre la clé du switch. Aussi, nous avons testés si le niveau de transcription ou de
traduction de PhoP était a I'origine du switch. En effet nous avons mis en évidence |'existence d'une
boucle de rétroaction positive au niveau du promoteur de I'opéron PhoPQ (article 2) qui génére des
phénoménes de bimodalité ou de bistabilité (cf Chap I-1V introduction générale). Il peut en étre de
méme avec le niveau de transcription et de traduction de PhoP ou il faudrait dépasser une valeur
seuil pour déclencher l'apparition de la sous population résistante. De méme, une mauvaise
efficacité de phosphorylation de la protéine pourrait induire de la bistabilité. Enfin, si le switch n'a
pas lieu au niveau de PhoP, c'est qu'il se produit au niveau de de la région promotrice de pbgPE

Toutes ces hypothéses ont été résumées dans la figure 25.

B- Recherche du mécanisme responsable de

I’"hétérogénité

L'hypothese autour de la boucle de rétroaction positive de PhoP

Dans un premier temps, nous avons recherché si I'hétérogénéité de TTO1 n'était pas due a un
probléme de transcription de phoP ou de sa faible intensité. Pour cela nous avons dérégulé le
systeme en plagant les genes phoPQ sous le contréle du promoteur lac (cf. article 2). Cette

construction a ensuite été transférée dans les mutants phoP afin de regarder si on avait une
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Figure 26 : La transcription de phoP n’est pas responsable de I'apparition de la sous population
résistante. L’expression des génes du régulon PhoP entre la souche sauvage et la souche dérégulée
pour I'expression de phoP est analysée par RT-qPCR. Les écarts type indiquent une erreur standard
calculée en utilisant les séries Taylor. Les résultats significatifs (p value <0.05) sont annotés avec un
astérisque (*). Les résultats ont été traités par le logiciel REST 2009.
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~ < €— PhoP
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Figure 27. La protéine PhoP est détectée dans toutes les cellules de P. luminescens TTO1. A : Western
blot sur les souches TTO1 et phoP avec un anticorps spécifique anti PhoP-His. B: Immunofluorescence
assay, les cellules TTO1 sont fixées sur lame poly-Lysine et perméabilisée pour rendre accessible les
protéines intracellulaires a I'anticorps anti PhoP-His. Le signal GFP traduit la présence de la protéine
PhoP dans les cellules de TTO1.



complémentation de la résistance a 100%. Comme présenté dans l'article 2, les antibiogrammes
réalisés sur cette souche ne restaurent pas complétement la résistance a la polymyxine B. En effet,
le niveau de bactéries résistantes augmente (controlé par CFU) et passe de 0,5% a 6-7% mais on
reste loin d'une restauration compléte avec 100% de bactéries résistantes. Nous avons controlé nos
constructions par RT-qPCR afin de s'assurer que les génes phoP étaient bien transcrits a partir du
plasmide. Nous avons 6 fois plus de transcrits phoP (figure 26), ce qui correspond finalement plus ou
moins au nombre de copies du plasmide, pBBR1, alors que I'expression des génes PhoP—dépendant
n’est pas affectée. Nous avons réalisé les mémes constructions mais cette fois en remplagant le
promoteur lac du plasmide par le promoteur naturel de phoP chez Photorhabdus ou par le
promoteur naturel de phoP chez Salmonella. Ces deux constructions ont ensuite été introduites dans
le mutant phoP. La encore, le profil hétérogéne des deux constructions était semblable a la souche
sauvage. Bien que chez Salmonella il ait clairement été montré que PhoP nécessitait une régulation
spécifique (« surge » voir (Shin et al. 2006)), ces résultats nous ont amené a conclure que la

transcription de phoP n'était pas a l'origine de I'hétérogénéité de la population sauvage.

L’hypothése d’une déficience traductionnelle

Puis, nous avons contrdlé la traduction de PhoP dans les cellules. Afin de détecter PhoP, nous avons
surproduit et purifié la protéine PhoP marquée histidine (également utilisée pour les EMSA des
articles 1 et 2) et un anticorps a été produit. La spécificité des anticorps obtenus a partir des lapins a
été controlée par western blot puis testée sur les souches TT01 et phoP (figure 27). PhoP est bien
présent dans la souche sauvage et absent dans le mutant phoP (figure 27A). Par immunofluorescence
assay, nous avons vérifié si PhoP était traduit dans toutes les cellules bactériennes ou seulement
dans 0.5% des cellules (figure 27B). Nous avons pu observer que PhoP était traduit dans 100% des
cellules infirmant ainsi un probleme de traduction de PhoP qui serait a I'origine de I'hétérogénéité de

la population.

L’hypothése d’une déficience post-traductionnelle

Enfin, la derniere étape a été de tester l'activation de PhoP. A savoir, est-ce que PhoP est capable de
fixer le phosphate et est-ce que I'hétérogénéité est due a une activation de PhoP uniquement dans
certaines cellules? Nous avons dans un premier temps pu démontrer que PhoP était capable de fixer
le phosphate in vitro. Pour cela nous avons phosphoryler la protéine PhoP-His purifiée avec de I'ACP
in vitro puis nous avons fait migrer I'échantillon sur un phosphogel. La particularité du phosphogel
est qu'il possede des ions divalents Mn®* ou Zn** (dans notre cas il s'agit de Mn**) et un phostag. Le

phostag est capable de fixer de fagon non spécifiques les phosphates (et donc les formes
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Figure 28 : ROle de la phosphorylation dans la sous-population résistante. Les souches ont été
cultivées en LB et testées par antibiogramme pour leur profil homogene ou hétérogene lorsque PhoP
est muté sur son site de phosphorylation. Gauche : phoP/pBB-Plac-PhoPHA(D52A) forme non
phosphorylable de PhoP. Droite: mutant phoP/pBB-Plac-PhoPHA(D52E).

Figure 29 : PhoQ est-il responsable de I'hétérogénéité ?. Les souches ont été cultivées en LB et

testées par antibiogramme pour leur profil homogene ou hétérogéne lorsque I'on mime l'alléle
pho24 de Salmonella Typhimurium. Gauche : mutant phoP/pBB-P..-PhoPQ(T45I) modification
mimant l'allele pho24 (PhoQ constitutif). Droite : phoP/pBB-P,,.-PhoPQ(A46T) mutant mimant le
contexte génétique naturel de Salmonella Typhimurium.



phosphorylées) des protéines en présence de son co-facteur Mn?*. Cette fixation va entrainer un
ralentissement de la forme phosphorylée de la protéine par rapport a la forme non phosphorylée.
Nous avons pu démontrer (article 1, figure S1 sup data) qu'en présence d'acétyl phosphate PhoP
était présent uniquement sous forme phosphorylée dans sa conformation monomérique et
dimérique. PhoP est donc phosphorylable in vitro. Nous avons ensuite testé la phosphorylation par
I’ACP sur des cultures bactériennes comme précédemment utilisés (Chamnongpol et Groisman
2000). Par CFU sur milieux polymyxine additionné de 50 mM d’ACP, 0,25% de bactéries résistantes
ont été dénombrées, soit un résultat comparable a ce qui existe chez la souche sauvage. Les souches
TTO1/Pypgre-gfp[mut3] mises en culture en présence d'acétyl phosphate n'ont pas montré une
augmentation significative de la fluorescence comparé aux souches témoins ce qui signifie que
I'expression des génes pbgPE n'a pas été modifié en présence d'acetyl phosphate (figure 24). Une
question reste posée a savoir l'acétyl phosphate est-il dégradé dans le milieu de culture par
Photorhabdus ou bien n'est-il tout simplement pas métabolisé et internalisé dans les bactéries ? A ce
jour nous n'avons toujours pas répondu a cette question, bien que le plus probable soit que I'ACP
n'est pas un inducteur et donc que la phosphorylation n'est pas responsable du switch. Cet argument
est appuyé par le fait que I'ajout de phosphoramidate (un autre donneur de Phosphate appartenant
a la voie de biosynthése de I’ACP) dans le milieu n'a également aucun effet sur I'nétérogénéité de la

population (données non montrées).

L’émergence de la sous-population résistante nécessite la présence du site de

phosphorylation sur PhoP

La phosphorylation, bien que non responsable de I'hétérogénéité de la population a bien un réle
essentiel dans I'activation de PhoP. En alignant les protéines PhoP de plusieurs entérobactéries, on
peut constater que le site de phosphorylation est conservé (figure 21). Ainsi deux mutants du site de
phosphorylation ont été construits. Un plasmide portant le géne phoP taggée HA a été muté en
remplagant |'aspartate par une alanine et par un glutamate respectivement (pBB-P,,.-PhoPHA(D52A)
et pBB-P,,.-PhoPHA(D52E)). Ces plasmides ont été ensuite été transféré dans le mutant phoP pour
voir si les mutations complémentaient ou abolissaient la résistance aux CAMPs. Par antibiogramme,
on voit clairement qu’avec le premier mutant phoP/pBB-Plac-PhoPHA(D52A) (Figure 28 gauche), la
sous-population résistante a disparu et que la souche est completement sensible aux CAMPs. Ceci
montre le réle essentiel de la phosphorylation et confirme que la forme phosphorylée de PhoP est la
forme active ce qui avait précédemment été démontré par les EMSAs (article 1 et 2). Le deuxieme

mutant consistait a remplacer I'aspartate par un glutamate afin de mimer |'état constitutivement
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Figure 30 : qillp est transcrit dans toutes les cellules de TTO1. Les constructions pBB-P;;p-gfp[AAV] permettent de suivre I'expression du géne aillp dans
TTO1 et phoP. Les souches indiquées sur la figure ont été mises en culture jusqu’a une DO de 0,5 environ. Elles ont ensuite été lavées et fixées pour étre
analysée par cytométrie de flux (Canto Il). Les analyses ont été réalisées sur cellules vivantes uniquement. Les résultats sont traités avec le logiciel flowJO et

représentent le nombre de bactéries en fonction de I'intensité de fluorescence.



phosphorylé d'une protéine (Molle V, communication personnelle). D’autres mutants constitutifs
capable de s’affranchir de I’environnement, ont déja été construits chez Salmonella (Chamnongpol et
Groisman 2000). Les antibiogrammes réalisés avec le mutant phoP/pBB-P,,.-PhoPHA(D52E) montrent
une hétérogénéité de la population toujours présente et légerement supérieure a celle de la souche
sauvage (Figure 28 droite). Le nombre de bactéries résistantes a été quantifié par CFU et on a pu
montrer qu'environ 7% de la population sauvage était résistante aux CAMPs.

Enfin, une autre possibilité de tester si la phosphorylation était responsable de I'apparition de la
sous-population résistante, nous avons construit un plasmide avec uniquement le domaine HTH de
phoP c'est a dire le domaine de liaison a I'ADN. En s'abstenant du domaine de fixation du phosphate
on mime une conformation ouverte de la protéine ce qui reviendrait a une conformation active en
absence de phosphorylation. Or nous n'avons pas réussi a surproduire cette construction soit a cause
d'un probléeme de stabilité, le domaine seul n'est pas stable, soit a cause d'une demi-vie
extrémement courte.

En conclusion, toutes ces expériences nous ont permis de conclure que la phosphorylation n'était pas

responsable du switch entre les deux sous-populations.

PhoQ responsable de I’hétérogénéité ?

Une autre hypothése est que les cellules sensibles ne transduisent pas le signal ou ne reconnaisse
pas le stimulus. Chez Salmonella I'alléle pho24 ou PhoP® a été décrit comme présentant la protéine
PhoP constitutivement phosphorylée et grace a une seule substitution dans sa séquence protéique :
T48l. En comparant les protéines PhoQ (figure 22), on peut voir qu'excepté Photorhabdus toutes les
souches comparées (Salmonella, Yersinia et Erwinia) présentent un T alors que seul Photorhabdus
présente un A. Deux mutants ont été construits: A46T afin de ressembler aux autres protéines PhoQ
chez les entérobactéries, T45l afin de mimer le mutant constitutif de Salmonella. Comme présenté
sur les antibiogrammes (figure 29), le phénotype de résistantes des mutants est identique a la souche

sauvage (figure 19) . Aussi PhoQ ne semble pas impliqué dans le switch.

Hypothése vraisemblable : Un probleme en cis dans la région en amont de

pbgPE

Nous avons pu démontrer que |'apparition du switch n'était due ni a PhoP ni a PhoQ. L'hypothese la
plus probable est que le switch soit lié a pbgPE, or la seule connection entre PhoP (qui est essentiel
puisque sans PhoP la bactérie devient sensible aux CAMPs et la complémentation du mutant pbgE

restaure la résistance aux CAMPs avec un profil homogene résistant par antibiogramme) et pbgPE est
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Figure 31 : Spotting des souches TTO1let phoP complémentée par les constructions pBB-P;;p-pbgPE en condition avec ou sans polymyxine B. Les souches
sont cultivées en LB et a une DO entre 0,6 et 0,8 et diluées. 10 pL de la dilution souhaitée sont déposés sur Gelose nutritive + Gm ou Gelose nutritive + Gm +
polymyxine B 100 pg/mL. La dilution permettant la croissance des bactéries est évalué visuellement selon les conditions. %R indique le pourcentage de

bactéries résistantes évaluées par CFU.



la région promotrice de pbgPE. Afin d'appuyer cette hypothese, les génes pbgPE ont été placés sous
controle du promoteur aillp qui permet I'expression dans toutes les cellules bactériennes et est
activé par PhoP (figure 30 et article 1). Ces analyses montrent que plus de 80% des cellules expriment
le géne aill, chez TTO1.

La figure 31 montre a la fois les résultats CFU et un spotting de ces souches sur milieu avec et sans
polymyxine B. Cette derniére expérience, bien que non quantitative, permet néanmoins de visualiser
gu’il y a un log de moins de croissance bactérienne pour la souche TT01/ pBB-P,i:p-pbgPE entre les
conditions avec et sans polymyxine B, contre deux log pour le témoin plasmide vide (TT01/pBB-
MCS5). Dans le mutant phoP, on n'a pas d'activation des génes de résistance et par CFU on
dénombre 0% de bactéries résistantes, en revanche dans la souche sauvage, la présence de la
construction a fait passer le nombre de bactéries résistantes de 0,5% chez la sauvage a 25-50% dans
la souche TT01/ pBB-P,;:s-pbgPE. Ceci suggére fortement que la région promotrice de pbgPE est a
I'origine de I'apparition de la sous-population résistante. Nous aurions donc ciblé la zone responsable
du switch mais nous n'avons toujours pas élucidé le mécanisme responsable de I'apparition de la

sous population résistante.

L'hypothése génétigue de mutation ou variation de phase

Une altération de la séquence d’ADN peut étre a l'origine de I'apparition de résistance chez les
bactéries (cf IV- Introduction générale). L'exemple le plus répandu est I'acquisition de mutations qui
vont permettre aux bactéries de modifier la cible de I'antibiotique. L'apparition de la sous-population
résistante est-elle due a une mutation? Pour répondre a cette question nous avons extrait I'ADN de
la souche sauvage TTO1 cultivée en LB et en LB supplémenté de polymyxine B afin de ne sélectionner
que la sous population résistante. Les ADNs ont ensuite été séquencés et nous avons pu comparer
les genes phoP, phoQ ainsi que les régions promotrices des opérons phoPQ, pbgPE et du géne aill;,.
Ni les genes, ni les régions promotrices ne présentent de mutations dans leur séquence entre les
conditions avec et sans polymyxine B (résultats non montrés) et les régions du génome de TTO1
(Duchaud et al. 2003). La sous-population résistante est donc génétiquement identique a la sous-
population sensible pour ce qui concerne les génes contrélant la résistance aux CAMPs. Le
séquencage nous a également permis de rejeter I'hypothese de la présence d'un glissement de brin
ou d'un décalage de trame d{ a une insertion ou a une excision d'un ou plusieurs nucléotides car les
séquences sont absolument identiques.

La derniere hypothese a été de vérifier la présence d'une inversion des régions promotrices
(variation de phase) des genes phoP et pbgPE. En effet, récemment chez Photorhabdus luminescens,

le « madswitch » correspondant a l'inversion de la région promotrice des genes mad codant pour des
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TTACAGT CCAGCCTTATGTATGTGCCTGCCGT GAATCTGTACGTATCGT GGATCGATAGT
AATTTCCACTTAATTTGCTAAATCATACCTGTGI TTACGATTCGT TCAAATATAGTCATC
TAATATATCGT TATATTATGAATGAATTGGACTGTGTTTTATGGATAGCTTTCTTCCAT

Figure 32 : Identification des sites de méthylation sur la région promotrice de pbgPE (198 pb) utilisée
dans les constructions Pp,gpe-gfp[AAV] et Pppgpe-gfp[mut3]. GATC : site pour les Dam méthylases.
CCAGG site pour les Dcm méthylases.



fimbriae, permet I'expression (état ON) ou la répression (état OFF) des génes mad (Somvanshi et al.
2010). Ce madswitch est a l'origine de I'hétérogénéité de la souche sauvage chez le nématode
(Somvanshi et al. 2012). Grace a la plateforme d'analyse MAGE (Microbial genome annotation and
analysis Platform, https://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index.php) qui recense les
génomes de nombreuses bactéries dont Photorhabdus et a des outils bioinformatiques spécifiques
(http://molbiol-tools.ca/Repeats_secondary_structure_Tm.htm), nous pouvons vérifier la présence
ou non de petites séquences inversées-répétées dans le génome a proximité des genes d'intérét.
Aucune séquence inversée-répétée n'a été mise en évidence a proximité des régions promotrices de
génes phoP et pbgPE. De méme aucune structure secondaire n’a été identifiée dans la région

promotrice de pbgPE.

L'hypothese de la méthylation du promoteur pbgPE

Un des mécanismes expliquant I'hétérogénéité au sein d'une population est la méthylation. Cela a
notamment été démontré chez E. coli pour la régulation de I'opéron pap (Hernday, Braaten, et Low
2004). Chez Photorhabdus, aucune étude n'a montré un quelconque role des méthylations chez la
bactérie que ce soit pour sa vie symbiotique avec le nématode ou son interaction pathogéene avec
I'insecte. Chez les bactéries, ce sont principalement les adénines qui sont méthylés (Fang et al. 2012).
En revanche chez les eucaryotes ce sont principalement les méthylations sur les cytosines qui ont un
role notamment dans les cancers (pour revue voir (Shaknovich, De, et Michor 2014)). Les principales
méthylases des adénines et des cytosines sont respectivement les Dam méthylases (sites GATC) et
les Dcm méthylases (sites CCAGG ou CCTGG). Chez E. coli ce sont pres de 94% des sites GATC qui sont
méthylés alors que seuls 0,34% des cytosines des sites reconnus par Dcm sont retrouvées méthylées
(Fang et al. 2012). Nous avons donc testé si ces deux types de méthylation avaient un réle dans
I'apparition de la sous-population résistante.

En amont de l'opéron pbgPE, on trouve les deux sites a savoir GATC et CCTGG (figure 32). Nous
avons donc transféré le plasmide P,pgpe-gfp[AAV] dans des souches E. coli dam+/dcm+ (XI1 blue) et
dam-/dcm- (JM110) afin de tester de facon hétérologue si les Dam et Dcm méthylases avaient un
effet sur I'expression du promoteur de I'opéron pbgPE (figure 33). La figure 33A montre que lorsque
les bactéries sont cultivées en LB le niveau de fluorescence des souches dam-/dcm- est plus de 8 fois
supérieur a celui obtenu dans les souches d'E. coli dam+/dcm+. En revanche lorsque ces souches sont
cultivées en milieu minimum M9 supplémenté de MgS04 a 10 uM (figure 33B) la différence de
fluorescence n'est plus observable et les souches dam+/dcm+ atteignent le niveau de fluorescence
des doubles mutantes, ce qui pourrait signifier que I'activation de PhoP permettrait de passer outre

la méthylation. Ces expériences ont également été réalisées dans les simples mutants d'E. coli dam-
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Figure 33 : Evaluation de I'impact des Dam et Dcm méthylases par systeme d’étude hétérologue
chez E. coli. A : Condition LB. B : Condition activatrice milieu M9 + MgS0O4 10 uM. C : Condition
inhibitrice milieu M9 + 10 mM MgSO4. Les constructions P,u.pe-gfp[AAV] ont été transférées dans les
souches d’E. coli XL1 blue (dam+/dcm+) et JIM110 (dam-/dcm-).
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Figure 34 : Evaluation de I'impact des Dam méthylases par un systéme hétérologue chez E. coli. A :
Condition LB, B : Condition activatrice milieu M9 + MgS04 10 uM. C : Condition inhibitrice milieu M9
+10 mM MgSO4. Les constructions P,ugpe-gfp[AAV] ont été transférées dans les souches d’E. coli XL1
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ou dcm- (figure 34 et 35), cependant quel que soit le milieu de culture, le profil de fluorescence est le
méme entre les souches parentale d'E. coli et les souches mutées sur une des deux méthylases. La
limite de ce modele est qu'il s'agit d'un systéme hétérologue et bien qu'il y ait des ressemblances
entre les deux bactéries (forme active de PhoP est la forme phosphorylée, activation a bas MgS04), il
y a aussi des différences comme I'absence de PmrAB et PmrD chez Photorhabdus alors qu'ils sont
présents chez E. coli. Enfin par EMSA nous avons pu montrer une fixation directe de PhoP
(Salmonella) sur la région promotrice de pbgPE (Photorhabdus) pour des concentrations en PhoP-P
de 1 uM. Ceci pourrait expliquer pourquoi pbgPE a pu étre activé par le TCS PhoPQ d’E. coli dans les
systemes hétérologues. Il est possible que la région promotrice de pbgPE chez Photorhabdus soit
plus « dégénérée » dans le sens ou elle accepte la fixation de protéines PhoP hétérologues. Cela
pourrait également expliquer I'absence de PhoP box en amont de pbgPE (Article 2). Donc pour
pouvoir conclure sur les méthylations, nous avons testé chacune des deux méthylations
indépendamment chez Photorhabdus.

Tout d'abord nous avons testé si le site GATC était méthylé. Pour cela nous avons digéré I'ADN
génomique extrait des souches TTO1 et TTO1 cultivée en présence de polymyxine B, ainsi que I'ADN
plasmidique TT01/P,sre-gfp[AAV] (plasmide qui a été décrit et utilisé au lecteur de fluorescence en
microplaque et en cytométrie) de ces mémes souches. Les ADNs ont été digérés par Sau3A, Dpnl et
EcoRl. Sau3A clive les sites GATC et est insensible a la méthylation, Dpnl ne digere I'ADN que si celui
ci est méthylé sur I'adénine du site GATC, enfin EcoRl! est utilisé ici comme enzyme contréle et ne
clive pas les sites GATC. Ces ADN ont ensuite été utilisés pour réaliser un Southern Blot grace a une
sonde correspondant a la région promotrice et une partie du géne de pbgPE (229 pb en tout)
marquée a la digoxygénine. Le profil de digestion (figure 36) entre la condition avec et sans
polymyxine B est exactement le méme donc le profil de méthylation du site GATC par la Dam
méthylase n’est pas différentiel et ne permet pas d'expliquer le switch. Afin de confirmer ce résultat,
nous avons muté le site GATC en GTTC dans la région promotrice de I'opéron pbgPE. Ces mutations
ont été réalisées sur les plasmides utilisés pour la cytométrie, c'est a dire que la région promotrice
mutée de pbgPE est en fusion transcritpionnelle avec la GFP déstabilisée. Ces plasmides ont été
conjugués dans TTO1 et observés en microscopie a fluorescence et on a pu constater qu'on avait
moins de 1% de bactéries fluorescentes ce qui correspond aux valeurs obtenues avec la méme
construction non mutée. Ainsi, on a pu confirmer que la Dam méthylation n'était pas a I'origine du
switch chez Photorhabdus.

Nous avons ensuite testé |'effet des Dcm méthylases. Pour regarder le profil de méthylation des
cytosines de la région promotrice de pbgPE, nous avons utilisé une méthode largement employée
chez les eucaryotes: le traitement des ADNs au bisulfite. En effet, le bisulfite transforme les cytosines

non méthylées en uracile et apres amplification par PCR une thymine viendra remplacer les cytosines
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Figure 35 : Evaluation de I'impact des Dcm méthylases par un systeme hétérologue chez E. coli. A :
Condition LB, B : Condition activatrice milieu M9 + MgS04 10 uM. C : Condition inhibitrice milieu M9
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(229 pb) est marquée a la diogoxygénine et utilisée pour détecter les fragments de digestion. La

révélation se fait par chimiluminescence sur film Kodak.



non méthylées, ces changement de séquence sont facilement détectés par séquencage. Comme
montré figure 37, on peut voir que la cytosine du site CCTGG de fixation pour la Dcm méthylase est
méthylé.

Enfin nous avons cloné une version raccourcie du promoteur de pbgPE ne contenant ni le site pour la
Dam ni le site pour la Dcm méthylase en amont de la GFP puis transféré ces constructions dans la
souche sauvage de P. luminescens. Au microscope nous, observons toujours seulement 1% de
bactéries fluorescentes ce qui confirme que les Dam/Dcm ne régulent pas le switch chez
Photorhabdus.

Il semblerait donc que ni les Dam ni les Dcm méthylases ne soient responsables de I'apparition de la

sous population résistante.

Caractérisation de la région promotrice de pbgPE

Nous avons caractérisé le site d'initiation de la transcription des genes pbgPE et aillp afin de mieux
caractériser la région promotrice de pbgPE dans la sous population résistante (pour phoP voir
Derzelle et al. 2004). Dans l'article 2 nous avons identifié le site d'initiation de la transcription de
pbgPE et ailly a partir de la souche TTO1 cultivée en condition activatrice a 10 uM MgSO4. Nous
avons réalisé la méme expérience sur des cultures de TTO1 cultivées en présence de polymyxine B et
déterminé le site d'initiation de la transcription pour pbgPE uniquement (figure 38). Nous avons pu
constater que les sites d'initiation de la transcription en condition MgS04 ou polymyxine B sont
différents. Le site d'initiation en condition polymyxine B est situé en aval de celui dépendant du
MgSO4 et trés proche de I'ATG. Aucun consensus conservé entre les conditions MgS0O4 et
polymyxine B n'a été retrouvé, en revanche de part et d'autre du site -35 obtenu en condition
polymyxine B il semble y avoir un motif répété. Bien que ce motif ne corresponde pas a celui identifié
chez Salmonella, il possede la méme structure un motif répété séparé par plusieurs nucléotides.
Cette découverte est inédite puisque cela signifierait que les sous-populations induites en condition
MgSO4 ou en condition polymyxine B seraient différentes puisque selon la condition de culture les
génes de résistance ne sont pas transcrits selon le méme mécanisme (+1 MgSO4 différent du +1
polymyxine B). Chez Salmonella, le Mg*" comme étant un inducteur du systéme a déja été remis en
cause comme étant un inducteur non naturel ne fonctionnant probablement qu'in vitro (Martin-
Orozco et al. 2006) . Chez Photorhabdus, il est possible qu'en MgS04 nous observions un artéfact du
systeme en forgant I'expression des genes de résistance. Quoiqu'il en soit cela ouvre la possibilité
que les génes de résistance soient régulés comme les génes pap a savoir avec une expression
dépendante de la méthylation qui génére des sites de fixation différents (proximales ou distales),

(Chapitre I-1V Introduction générale).
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Figure 37 : Le site CCAGG de pbgP est méthylé. Alignement des séquences modifiées par le bisulfite
par MultiAlign. Ref pbgP : séquence témoin sans traitement bisulfite (MAGE software). Tous les
autres échantillons ont été traités au bisulfite sont représenté ici : 1 réplicat génomique dans les
deux conditions avec et sans polymyxine B (ADNgTTO1+/-poly) et 2 réplicats plasmidiques
(ADNpTTO1 et ADNp(2) +/- poly). La fleche et I'encadré noir indique le site de méthylation par les
Dcm (deuxiéme cytosine).

aill TT01 ACAATAAACGAGATTGAGIIEIII T CTATTGATTGT TGATAAATAAT CGCGCAl

phoP TTO1 TATTTCCACTTAACGICT TACAGATCCATGTAT ACTCA
pbgP My2+ TTO1 TCATACCTGIGITTA CAAATATAGTCATCT CGITAT
pbgP poly TT01 ACGATTCGITCAAATAT AATATATCGTT GAATGAATT
phoP sal m ACTATTTGICTGGITT GTTTATCCCCAAAGCA CAACGCT]
pbgP sal m CTTCACCTTAATTTCTT TCAGCT]

TTTAATCTTCATCCA

Figure 38 : Identification des sites d’initiation de la transcription pour les génes aillp, pbgP
(conditions Mg”" et polyB) phoP (Derzelle, 2004) de P. luminescens et phoP et pbgP de S.
Typhimurium ((Wosten et Groisman 1999), (Lejona et al. 2003)). Les ARNs ont été extraits de la
souche sauvage cultivée dans différentes conditions. lls ont été traités par le 5’/3’ RACE kit (ROCHE)
puis séquencés et analysés. Les motifs soulignés pour phoP et pbgP Salmonella représentent
respectivement la PhoP box et la PmrA box. Le motif souligné pour pbgP poly TTO1 représente un
motif répété de part et d’autre du -35 et donc une PhoP box putative. Surligné en rouge : le site -35,
Surligné en violet : le site -10, surligné en vert : le site d’initiation de la transcription.
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Ces trois années ont permis de mettre en évidence et de caractériser I'hétérogénéité de la résistance
aux CAMPS chez Photorhabdus et en particulier de caractériser moléculairement la sous-population
résistante au CAMPS chez la souche TT01. Nous avons pu démontrer que seul 0,5% de la population
sauvage bactérienne étaient responsables de la mort de I'insecte. Au sein du genre Photorhabdus,
nous avons pu démontrer qu'il y avait une corrélation entre hétérogénéité de la population et
virulence, en revanche chez Xenorhabdus aucune corrélation n'a pu étre mise en évidence. De plus
chez Xenorhabdus nematophila le mutant phoP est virulent (Heidi Goodrich-Blair communication
personnelle). Nous proposons que la sous-population résistante de Photorhabdus ait un role dans
I'adaptation a environnement changeant. Chaque insecte possédant son propre cocktail de CAMPs et
Photorhabdus étant véhiculé par leur nématode entomopathogéne dans plusieurs ordres d'insectes
(Iépidopteres, dipteres et coléopteres), la pré-existence d'une sous-population bactérienne
résistante permettrait a la bactérie une survie dans toutes les familles d'insectes. On peut imaginer
gue sans cette sous-population la bactérie devrait muter et s'adapter a chaque type de défense de
I'nGte insecte ce qui d'une part aurait un fort co(t et d'autre part ne garantirait le succés pathogene
que si la mutation s'effectuait suffisamment rapidement, avant I'élimination de toutes les bactéries.
En effet, un des roles des CAMPs dans l'insecte est de s'assurer qu'aucune infection persistante ne
puisse s'installer apres I'action de lI'immunité. L'existence de cette sous-population résistante chez
TTO1 pourrait ainsi étre une stratégie d'adaptation de la bactérie a des changements
environnementaux a moindre colt. Cet argument peut étre appuyé par le fait que seule une faible
part de la population sauvage est pré-adaptée et surtout que ce phénoméne est complétement
réversible in vitro et in vivo. De méme, pourquoi toute la population bactérienne n’est pas
résistante ? Cela pourrait s’expliquer par le fait que le colt pour la bactérie de maintenir son LPS
modifié est plus important que le colt lorsqu’il n’est pas modifié. Ou alors, pour rappel, le nématode
est colonisé par la forme M de Photorhabdus et transitoirement par la forme P (avant le
« madswitch »). Il est possible que le nématode doive récupérer des formes P résistantes et sensibles
et non juste une forme résistante avant I'émergence du cadavre et le « madswitch », cependant
cette hypothése n’a pas été explorée a I’heure actuelle. Quoiqu’il en soit, la bactérie ne maintient pas
toute sa population résistante. Bien que tout ceci reste des hypothéses découlant principalement de
I'observation et d'extrapolations, le role de cette sous-population résistante n'en reste pas moins
essentiel pour le cycle biologique de cette bactérie.

Cette thése s’est donc articulée autour de cette thématique, a savoir, caractériser cette sous-
population résistante aux CAMPs. Le systeme a deux composantes PhoPQ a un réle central dans la
régulation de la résistance aux CAMPs chez de nombreuses bactéries y compris Photorhabdus
(Derzelle et al. 2004). Cependant son régulon n'était que peu étudié et caractérisé chez

Photorhabdus. Nous avons pu démontrer que la forme active de PhoP était la forme phosphorylée et
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gue cette derniere pouvait se fixer de maniere directe sur les régions promotrices des génes aillp,
phoP (boucle de rétro-action positive) et pbgPE ce qui en fait des marqueurs du régulon PhoP. Enfin,
ces geénes sont surexprimés en condition MgS04 10 uM, confirmant que le Mg2+ est aussi un
inducteur de Photorhabdus in vitro (comme chez Salmonella), et ces génes sont retrouvés plus
exprimés dans la sous-population résistante que dans la population totale. Aussi pbgPE est impliqué
dans la modification du LPS modifiant la charge de la bactérie (Bennett et Clarke 2005) en conférant
une résistance aux CAMPs, et il est directement régulé par PhoP (article 2). Les premiers résultats de
cette thése avaient permis de localiser le mécanisme responsable de l'apparition de cette sous-
population comme étant situé entre PhoP et pbgPE (antibiogrammes mutants et complémentations).
Plusieurs hypothéses concernant le réle de PhoQ et de PhoP ont été testées durant ces trois années
afin de décrypter le mécanisme du switch qui pourrait nous permettre a terme d’obtenir une
population 100% résistante. Nous avons pu constater que ni la transcription ni la traduction ni les
mutations constitutives n’étaient a I'origine du switch entre bactéries sensibles et résistantes (figure
25). Nous nous sommes donc intéressés aux régions promotrices directement régulées par PhoP afin
de savoir si elles n"avaient pas un rdole dans I'apparition de la sous-population résistante. Nous avons
écarté I'hypothése selon laquelle la variation de phase génétique était a I'origine du switch dans les
régions étudiées. Il nous restait donc a étudier les phénomeénes épigénétiques. Afin de confirmer que
la région promotrice de pbgPE était bien responsable de I’hétérogénéité de la population nous avons
construit une fusion entre le promoteur de aillp constitutivement exprimé chez TTO1 (figure 30) et
les génes pbgPE. Nous avons pu observer une augmentation du nombre de bactéries résistantes in
vitro (25-50%) corrélés avec le phénotype in vivo a savoir une mortalité précoce des insectes par
rapport a la souche sauvage (données non montrées). La région promotrice de pbgPE est donc clé
dans I'apparition de I’'hétérogénéité. Nous avons pu cibler que seules 95 pb en amont de I'ATG
étaient responsables de cette hétérogénité (Chapitre V). Il été décrit chez les procaryotes que les
méthylations dans les régions promotrices pouvaient influencer I'expression des genes (ex: pap)
(pour synthése (Hernday, Braaten, et Low 2004) et Chapitre I-IV introduction générale). Il est
important de noter que des paralléles entre PhoP et méthylation ont déja été mis en évidence chez
Salmonella. Notamment, Casadesus et coll. ont pu montrer que la Dam méthylase était capable de
réprimer PmrB indépendamment de PhoP, or PmrB (Figure 8) appartient au systeme a deux
composante régulant directement I'expression de pbgPE chez Salmonella (Garcia-Del Portillo,
Pucciarelli, et Casadesus 1999). De méme, ils ont pu mettre en évidence que les profils de
méthylation étaient différents entre la souche sauvage et le mutant phoP chez Salmonella et qu’il n’y
avait pas d’interférence pour I'expression entre Dam et PhoP. lls en ont donc conclut que PhoP ou un
produit régulé par PhoP était capable de bloquer la méthylation Dam dépendante. Nous avons donc

tout naturellement testé cette hypothese de méthylation en systeme hétérologue (E. coli sauvage et
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mutées) et chez TTO1. L'introduction des constructions P,,g-.-gfp[AAV] chez les souches d’E. coli dam-
/dcm- vs dam+/dcm+ ont montré un rble probable des méthylations Dam et/ou Dcm dans
I'apparition de I'hétérogénéité (augmentation de I'expression du promoteur de pbgPE dans les
doubles mutants). En revanche, aucun des simples mutants dam/dcm chez E. coli n’a donné de
résultats. De plus, on a pu démontrer chez TT01, que les sites reconnus par les Dcm et Dam
méthylases de la région promotrice de pbgPE étaient méthylé dans les deux sous-populations.
Cependant, I'hypothése d’'une méthylation comme responsable du switch épigénétique n’est
toujours pas exclue a I'heure actuelle. En effet, Chez Salmonella, I'hypothéese qu’un produit de PhoP
puisse aussi modifier le profil de méthylation a été émise. Dans cette optique deux approches sont
poursuivies au laboratoire et seront mise en ceuvre aprés mon départ. La premiére est une approche
globale de RNAseq entre les deux sous-populations afin d’identifier le régulon PhoP dans sa globalité
et notamment rechercher un lien entre I'expression de phoP et des DNA méthylases. La seconde est
une approche globale du méthylome. En effet, le laboratoire est en discussion avec Génome Québec
afin qu’ils réalisent le méthylome de TTO1 pour les deux sous-populations selon la technique de
séquencage SMRT qui permet d’identifier les modifications spécifiques de chaque nucléotide
lorsqu’elles sont présentes. Ces deux approches misent en paralléles pourraient confirmer ou réfuter
I’hypothése « méthylation » mais apporteraient, quoi qu’il en soit, de nouvelles données sur le
régulon PhoP.

Enfin, il faut savoir que les résultats obtenus chez E. coli doivent étre traités avec précaution. En
effet les méthylases Dam, Dcm et EcoK1 sont les principales méthylases identifiées dans le génome
de E. coli. Or chez Photorhabdus, on ne retrouve pas moins de 12 méthylases dont la moitié sont des
méthylases orphelines (n’appartenant pas a un systéme de restriction-méthylation). Parmi ces
méthylases orphelines, on retrouve par exemple un homologue de la Dam méthylase. Chez
Photorhabdus, trés peu de profils de méthylation ont pu étre attribués a une méthylase précise, donc
cela rend I'analyse plus difficile des régions promotrices. L'approche globale du méthylome pourrait
permettre d’identifier de nouveaux sites de méthylations non définis a I'heure actuelle et la
méthylase responsable de I’hétérogénéité n’a pas encore été décrite a ce jour. Cette these a été

résumée en un schéma afin de faire ressortir tous les éléments importants a se rappeler (figure 39).
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Table 1 : Liste des plasmides et souches non listédans les articles

Souches ou plasmides

Génotype ou caractéristiques descriptives

Source ou références

P. luminescens strains

TTO1l
phoP
TTO1/ Ruiipi -gfp[AAV]

phoP / Puizpi -gfp[AAV]

TTO1/ Rygre-gfp[AAV]

TTO01/ Rypgre-gfp[mut3]

TT01/ Rac-gfp[AAV]

phoP/ Pyogpe-gfp[mut3]

TTO01/ RicPhoPQ

phoP/ pBB-Ry-PhoPHA(D52A)
phoP/ pBB-Ry-PhoPHA(DS52E)
phoP/ pBB-R,c-PhoPQ(A46T)
phoP/ pBB-R,-PhoPQ(T45I)
TTO01/ pBB-Ryi1p-PbgPE

phoP/ pBB-Pui1p-PbgPE

TTO01/ pBB-MCS5

E. coli strains

XL1 blue MRF

WM3064

BL21 (DE3) pLysS

Wild type isolated frorieterorhabditis bacteriophora nematode
TTO1 phop::cat ;phop mutant
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmigdgdP-gfp[AAV], Km R

TransconjuganiphoP contenant le plasmide;Re -gfp[AAV], Km R

Transconjugant, TTO1 contenant le plasmigg,®-gfp[AAV], Km *
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmiigere-gfp[mut3], KmR
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmidg-Bfp[AAV], Km ®
TransconjuganphoP contenant le plasmidegre-gfp[AAV], Km ®
Transconjugant, TTO1 contenant le plasmideH®PQ, Gy

TransconjugarmhoP contenant le plasmide pBBsPPhoPHA(D52A),

KmR

TransconjugamhoP contenant le plasmide pBBsPPhoPHA(D52E),

KmR

TrgnsconjugarpihoP contenant le plasmide pBBsPPhoPQ(A46T),
Km

TrgnsconjugarpihoP contenant le plasmide pBBsPPhoPQ(T45I),
Km

Transconjugant, TTO1 contenant le plasmR: By 1p-PbgPE, G
TransconjugarghoP contenant le plasmide pBBsfb-PbgPE, G
Transconjugant, TTO1 contenant &splide pBB-MCS5, Gk

A(mecrA)183 A(mer CB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac F' proAB lacfZ4M15 Tn10 (Tet")]
thrB1004pro thi rpsL hsdSlacZAM15 RP4-136Q\(araBAD)567
AdapAl1341::[erm pir (wt)]

Fdem ompT hsdS(rs'mg) gal M(DE3) [pLysS Carfj

Collection du laboratoire
(Derzelle et al. 2004)
(Mouammineet al. 2014)

(Mouammineet al. 2014)
cette thése

Cette these

(Abi Khattar 2009)
cette these
(Derzelleet al. 2004)
cette thése

cette thése

cette thése

cette thése

cette these

cette thése
cette these

Stratagene

(Paulick et al. 2009)

Stock de laboratoire




JM110
Daml16::Km

JW144-2

BW25113

Plasmids

PacPhoPQ
PlapbgPE
pPROBEgfp[AAV]
I:)pbgPE' gfp[AAV]
Pobgre-gfp[mut3]
Pailipi -Ofp[AAV]
Poogre(cTTe) -Ofp[AAV]

I:)I ac” gf p[AAV]

pBB-MCS5
pBB-Puii1p-pbgPE

pBB-Rac-PhoPQ(A46T)

pBB-Ra:-PhoPQ(T45I)

rpsL (Str)thr leu thi-1 lacY galK gal T ara tonA tsx dam dem supE44
A(lac-proAB) [F' traD36 proAB lacl4 ZAM15]

F-,4, rph-1, daml6::Km

F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), 1, ydcZ739::kan, rph-1,

A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

F, A(araD-araB)567,Alacz4787(::rrnB-3) /7, rph-1,A(rhaD-rhaB)568,

hsdR514

Un fragment de 2,5kb a été cloné dans lenplagpBBR1-MCS5/Xbal-
Pstl (sous le contréle du promoteuy p

Un fragment de 7,5kb a été clone dans lendaspBBR1-MCS5/Pstl-
BamHI (sous le contrble du promoteuy: p
Plasmide (pBBR1 replicon) contenant le gegip[ AAV] en aval d’'un

site de multi clonag&m”®

pPROBE avec layfp[AAV] sous le contrdle du promoteuggee, Knm®
pPPROBE avec lgfp[mut3] sous le contrdle du promoteysgpe, Knm?
pPROBE avec lagfp[AAV] sous le contrdle du promoteugpPl Km'®
PPROBE avec lagfp[AAV] sous le controle du promoteupggee muté
sur le site GATC en GTTCKm

pPROBE avec lagfp[AAV] sous le contréle du promoteur.g Km®

Plasmide a large spectre ‘Gmob
pBBR1-MCS5 contenant I'opérplogPE sous contrble du promoteur

Pail1pi

pBBR1-MCS5 (Gf contenant I'opérophoPQ avec la mutation
PhoQ(A46T) sous contrdle du promoteyt p

pBBR1-MCS5 (Gf contenant I'opérophoPQ avec la mutation
PhoQ(T45I) sous contrdle du promotewt p

Stratagene

(Lgbner-Olesen et von
Freiesleben 1996)
(Baba et al. 2006)

(Baba et al. 2006)

(Derzelleet al. 2004)
(Abi Khattar 2009)

(Miller, Leveau, et Lindow
2000)

cette these

cette these

cette these

cette these

(Abi Khattar 2009)

(Kovachet al. 1995)
cette these

Cette thése

Cette thése




pBB-MCS2
PBB-PaPhoP-HA
PBB-Pac-PhoPHA(D52E)
PBB-Pac-PhoPHA(D52A)

PBB-Pac-PhoP(HTH)-HA

Plasmide a large spedt@™ mob (Kovach et al. 1995)
pBBR1-MCS2Km") contenant la protéine PhoP-HA Cette thése
pBBR1-MCS2 (KR contenant la protéine PhoP-HA avec la mutatioBette thése
PhoP (D52E) sous contrble du promotegy p

pBBR1-MCS2 (Kff) contenant la protéine PhoP-HA avec la mutatioBette thése
PhoP (D52A) sous contrdle du promoteys p

pBBR1-MCS2 (Kff) contenant la protéine le domaine HTH-HA de cette thése

PhoP sous contrdle du promote p
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Table 2 : Liste des primers non cités dans leslasti

Nom

Séquence (5’ vers 3’)

Localisation

L-PpbngXbal

GCTCTAGATTACAGTCCAGGCTTATGTATGTGCC

R-PpbngKpnI

CAGGTACCCTATGGAAGAAAGCTATCCATAAAACACAGTCC

Utilisé pour amplifier la
région promotrice dpbgPE

L-P_ii1p-Ncol CTCGAGAAAGCGGGTATCCAGGTTTA Utilisé pour amplifiela
région promotrice daillp

R-Psijp-Xhol GCGGTACCCCTACCGCTACCACTGAAGC

L-PohorXbal GCGCTCTAGAAAACATCCGTCTGTTGCTATCC Utilisé pour arfifier la
région promotrice de phoP

R-PonorKpnl GCGCGGTACCCTCTCCAGCAGGCAGTTATTG

L-PhoPHA- GCGCGGATCCCTGGAAGGAATTATTCCATGCGGATATTGA | Utilisé pour construire la

BamH| TCGTTGAAGACAACATGTTACTGCGTCACCATCTAACG protéine PhoP taguée HA

R-PhoPHA- GCGCTCTAGATTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTACA

Xbal CATCGAAGCGATAGCCTTGGCCCCGGACAGTCACGATAGCT

TCATA

L-PhoP(HTH)-
HA-BamHlI

GCGCGGATCCCTGGAHBAGGAATTATTCCATGTTTCATCTTGA
GGAAATTATTGCCCGTATGCAGGC

R-PhoP(HTH)-

GCGCTCTAGATTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTACA

Pour construire la protéine
PhoP tronquée taggué HA

HA-Xbal CATCGAAGCGATAGCCTTGGC

L-PhoPHis- CGCGCGCCGCATATGCGGATATTGATCGTTGAAGACAACAT | Pour construire la protéine
Ndel GTTACTGC PhoP tagguée histidine
R-PhoPhis- GCGCGGATCCTTACACATCGAAGCGATAGCCTTGGCCCCG

BamH|I

L-PhoQ(T45I)

GTTACCTGGTCAGTTTTGATAARATTGCTTATACACTGCTAC
G

R-PhoQ(T451)

CGTAGCAGTGTATAAGBATTTTATCAAAACTGACCAGGTA
AC

Pour introduire la mutation
T45] dans PhoQ

L-PhoQ(A46T)

GGTCAGTTTTGATAAAACTACTTATACACTGCTACGTAGTCA
G

R-PhoQ(A46T)

CTGACTACGTAGCAGTGTATAAGTAGTTTTATCAAAACTGAC

C

Pour introduire la mutation
A46T dans PhoQ




L-PhoP(D52A)

GAACCCGATATTGCCATTGTGCTCTTGGTTTGCCCGGAGAA
G

R-PhoP(D52A)

CTTCTCCGGGCAAACCABAGCAACAATGGCAATATCGGGT
TC

Pour introduire la mutation
D52A dans PhoP

L-PhoP(D52E)

GAACCCGATATTGCCATTGTBGAACTTGGTTTGCCCGGAGAA
G

R-PhoP(D52E)

CTTCTCCGGGCAAACCAATGI CAACAATGGCAATATCGGGT
TC

Pour introduire la mutation
D52E dans PhoP

L- CGTGAATCTGTACGTATCGTGGTTCGATAGTAATTTCCACTT | Pour remplacer I'alanine du

pbgPE(GTTC) | AATTTGC site GATC par une thymine

R- GCAAATTAAGTGGAAATTACTATCGAACCACGATACGTACA

pbgPE(GTTC) | GATTCACG

L- TAGTTTAGGTTTATGTATGTGT Amplifier la région promotcde

bisulfitepbgPE de pbgPE modifié au bisulfite
a partir de 'ADN génomique

R- TAAATTTCTTCATCACCAATTA PCR1

bisulfitepbgPE

L- TTGTGAATTTGTATGTATTGTG Amplifier la région promotrice

bisulfitepbgPE( depbgPE modifié au bisulfite

nested) a partir de I'ADN génomique

R- CTTCATCACCAATTACAAAAC nested PCR

bisulfitepbgPE(

nested)

L- TAGTTTAGGTTTATGTATGTGT Amplifier la région promotcie

bisulfitepbgPE depbgPE modifié au bisulfite

plasm a partir de 'ADN plasmidique

R- AAACAACTCCAATAAAAAATTCT

bisulfitepbgPE

plasm

L- TAGTTTAGGTTTATGTATGTGT Amplifier la région promotcie

bisulfitepbgPE de pbgPE modifié au bisulfite

plasm(nested)

R-
bisulfitepbgPE
plasm(nested)

AAATTCAAACTCAATACCCTAT

a partir de I'ADN plasmidique
nested PCR

L-south-pbgP

TGGCGGGTTTTCTTACCATA

R-south-pbgP

TTCTTCATCACCGATTGCAG

Pour réaliser weadepbgPE
marquée pour les southern
blot

L-petitpbgPE-
Sofl

GCGCCCTGCAGGCCACTTAATTTGCTAAATCATACCTG

R-petitpbgPE-
Sall

GCGCGTCGACGACGAGAAAATGGAAGAAAGC

Utilisé pour amplifier une
version raccourcie de la régig
promotrice degpbgPE













Résumé

Photorhabdus Iluminescens est une entérobactérie bioluminescente portée @msymbiote dans l'intestin de nématodes
Heterorhabditis bacteriophora au stade juvénile infestant. Ce complexe nématéhant peut infester et tuer une large
gamme d’insectes et est utilisé en lutte biologicomtre des ravageurs de cultures. Lorsque la fiaetst relarguée dans le
sang (hémolymphe) des insectes, les peptides antioiéns cationiques (PAMs) sont produits en répahd’infection.
Cependant, au final la bactérie résiste et tueditesen une trentaine d’heures. Des antibiograneindes étalements de la
souche sauvage en présence de polymyxine B, onténgué la majeure partie de la population est benst qu’une faible
proportion de bactérie (0.5%) est résistante @lgnpyxine B.Afin de mieux comprendre le mécanisme de résistane@gix
PAMs cationique I'objectif de cette thése a été ddicrire la sous-population résistante cheBhotorhabdus.

Tout d’abord, les deux populations (sensibles sist@ntes) retrouvées chez notre modéle d'dudieminescens TTO1 ont
été décrites, et nous avons pu conclure que ceoptedre était abondamment retrouvé dans les difiésergpeces au sein du
genrePhotorhabdus.

Le mécanisme de résistance aux PAMs dPtetorhabdus est connu et controlé par le systéme a deux coanpes PhoP-
PhoQ initialement décrit chesalmonella sp. PhoP est directement impliqué dans la régulatmfiexpression de I'opéron
pbgPE responsable de la modification du LPS. L'incorpiorade molécules chargées positivement entrairediminution
de la charge membranaire globale produisant aesibdictéries plus résistantes aux PAMs cationiddess avons donc
dans un second temps partiellement caractérisggldan PhoP essentiel a I'expression des genedségance. Nous avons
pu ainsi identifier des marqueurs du régulon Phmirge les géneail, phoP, etpbgPE. Enfin, la construction d’une fusion
transcriptionnelle entre le promoteur de I'opépgPE et une GFP conjuguée a l'utilisation de la cytareétn flux nous a
permis de suivre I'expression du gene de résistdrec@roportion de cellules qui expriment la GFPdsnviron 0.3%. En
présence de polymyxine B, nous constatons que Idrede bactéries GFP positives croit d'un factéurl@e méme, on
dénombre en RT-gPCR environ 4 fois plus de transiuitgenepbgP dans la sous-population résistante a la polymyR&ine
Enfin, in vivo nous avons pu démontrer que cette sous-populafisistante était responsable de la mort de liesect
Plusieurs mécanismes pouvant expliquer I'apparitiencette sous-population résistante ont été tekids cette thése.
Photorhabdus présente donc une population hétérogene sépatgactdries résistantes et sensibles avec un r&etedsle

la sous-population résistante pour I'infection ‘deskcte

Mots clés: hétérogénéité PAMs résistance pathogéne insecte

Summary

Photorhabdus luminescens is a bioluminescent enterobacterium carried agr®nt in the intestine of infective juvenile
stage oHeterorhabditis bacteriophora nematodes. The nematode -bacterium complex caatiafd kill a wide range of
insect larvae and is used as biological controhtmyagainst crop pests. When the bacteria areseslaato the insect
hemolymph, cationic anti-microbial peptides (CAMB8} produced in response to infection. Howeveb#uteria can resist
and kill the insect in about 35 hours. Antibiograansl spreading on plates®fluminescens TTO1 wild type strain with
polymyxin B revealed that the major part of popualativas susceptible and only about 0.5% of bactaaresist to
polymyxin B.To have a better understanding of resistance mecha toward CAMP, the aim of this PhD thesis was
to characterize the resistant sub-population ifPhotorhabdus.

We first described the two sub-populations foundPinluminescens wild type strain TTO1 (sensible and resistant) and
concluded that this phenomenon was mostly foundliffierent species in thighotorhabdus genus.

The resistance mechanism against CAMPBhatorhabdus is well known and required the two-component sysihoP-
PhoQ initially described irSalmonella sp. In Photorhabdus, PhoP directly regulates the expressionpdPE operon
required for LPS modification. The incorporationpafsitively charged substituents results in a ass$ lof negative surface
charges, producing bacterial membrane more resigiaDAMPS. We partially investigated the PhoP nekweecessary for
resistance gene expression and we therefore dedcsibme PhoP-dependent genes suchilds phoP, pbgPE. Finally,
transcriptional fusion between tipbgPE promoter and a destabilized GFP associated wath ftytometry allowed us to
monitor the expression of resistance gene. Ab@#M®f bacteria are GFP-positive bacteria. We olegbtliat the number of
GFP-positive bacteria increased by 65-fold in pmeseof polymixin B. Also, a 4-fold increase piigP transcripts in the
population selected with polymixin B was quantifiéd.vivo we demonstrated that only the resistaflt-gopulation was
responsible for insect death. Several underlyingharisms that could explain the emergencBhotorhabdus of a mixing
population relative to CAMP resistance were assedssddg this PhD.

Photorhabdus population is heterogenic and separated in sensibdl resistant sub-population with the major fotethe
latest in then vivo phenotype.

Key words: heterogeneity, AMPs résistance, entomopathogenic bacteria





