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Résumé

Résumé

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont responsables de toxi-infections alimentaires
conduisant a des colites hémorragiques pouvant se compliquer d’un syndrome hémolytique et urémique.
Une fois arrivés dans I’intestin, les EHEC adhérent aux cellules épithéliales en causant des Iésions
d’attachement-effacement. Le systéme de sécrétion de type Il et les protéines effectrices requis pour ce
phénotype sont codés majoritairement par le locus d’effacement des entérocytes (LEE), constitué de
plusieurs opérons (LEE1-5). Notre étude a permis de clarifier une des cascades de régulation contrélant
I’expression du LEE. Par des analyses en qRT-PCR et des immuno-précipitations de la chromatine, nous
avons déterminé que les régulateurs GadE et GadX sont des répresseurs indirects de 1’expression du LEE.
GadE active I’expression de gadX, et GadX réprime 1’expression de ler, codant pour le principal
activateur des opérons LEE2-5. De plus, GadE réprime aussi 1’expression des opérons LEE4 et LEE5
indépendamment de Ler. En retour, Ler réprime I’expression de gadE et de gadX.

Le monoxyde d’azote (NO) est un effecteur majeur de la réponse immune innée, produit en particulier par
les cellules épithéliales intestinales. Il avait été montré que le NO réprime 1’expression du LEE et active
celle de gadE et de gadX. Notre étude a permis d’identifier le régulateur clé responsable de ces
régulations, NsrR. NsrR réprime indirectement 1’expression de gadE et gadX et active 1’expression des
opérons LEE1, LEE4 et LEE5 en se fixant sur leurs promoteurs respectifs. En présence de NO, NsrR
devient inactif. Ainsi, le NO réprime directement 1’expression du LEE en supprimant la fixation de NsrR
aux promoteurs du LEE1, LEE4 et LEES5, et indirectement en activant 1’expression de gadE et donc de
gadX. Un modé¢le de régulation intégrant I’ensemble de ces résultats est proposé.

D’autre part, nous avons identifié et caractérisé une nouvelle phosphodiestérase spécifique des EHEC les
plus pathogeénes, VmpA. Par son activit¢ d’hydrolyse du di-GMPc, VmpA contréle la mobilité
bactérienne, la formation de biofilm, et probablement I’expression du LEE, mais aurait aussi un role plus
général dans la physiologie des EHEC.

Abstract

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) is a foodborne pathogen causing hemorrhagic colitis and
Hemolytic and Uremic Syndrome (HUS). After reaching the gut, EHEC adhere to the epithelial intestinal
cells causing attachment/effacement lesions (A/E lesions). The locus of enterocyte effacement (LEE)
encodes for a type three secretion system and several effector proteins required for A/E lesions. The LEE
is composed of five main operons (LEE1-5). In this work we identified the molecular mechanisms of one
of the regulatory cascades controlling LEE expression. Using qRT-PCR and chromatin
immunoprécipitation we determined that GadE and GadX are two indirect repressors of LEE expression.
GadE activates gadX expression, and GadX represses ler expression, the latter encoding the main
activator of LEE2-5 operons. Moreover, GadE also represses LEE4 and LEES expression independently
of Ler. In turn, Ler represses gadE and gadX expression.

Nitric oxide (NO) is a crucial effector of the innate immune response, in part produced by intestinal
epithelial cells. It has been shown previously that NO represses LEE and activates gadE and gadX
expression. In this study we identified the key regulator responsible for these regulations: NsrR. NsrR
represses indirectly gadE and gadX expression and activates LEE1, LEE4 and LEES5 expression by
binding to their respective promoter. In the presence of NO, NsrR is inactivated. Thus, NO directly
represses LEE expression by relieving NsrR binding to the LEE1, LEE4 and LEE5 promoters, and
indirectly by activating gadE and gadX expression. A regulatory model is proposed based on these
results.

In addition, we identified and characterized a new phosphodiesterase which is specific for the most
virulent EHEC strains: VmpA. By degrading c-di-GMPc, VmpA controls motility, biofilms formation,
and probably LEE expression. It would also have a global effect on EHEC physiology.
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1. Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) :

1.1.Généralités sur les E. coli pathogeénes intestinaux
Les Escherichia coli sont des bacilles a Gram négatif de la famille des entérobactéries. Ce

sont des bactéries commensales de la flore intestinale des animaux a sang chaud comme les

mammiferes et les oiseaux. E. coli colonise le tractus intestinal dés les premiéres heures qui

suivent la naissance et se maintient dans le célon tout au long de la vie. Cette espéce bactérienne

représente prées de 80% de la flore aérobie facultative intestinale.

Cependant, certaines souches d’E. coli sont responsables d’infections humaines, et

notamment d’infections intestinales. Ces souches ont été classées en différents pathovars en

fonction des symptdmes observés ainsi que des interactions qu’elles ont avec les cellules

épithéliales (Figure 1) :

1)

2)

3)

4)

5)

E. coli entérotoxigéniques (ETEC) : Les ETEC adhérent aux entérocytes de 1’intestin
et induisent des diarrhées aqueuses par la production d’entérotoxines thermo-labiles
ou thermo-stables.

E. coli entéroinvasifs (EIEC) : Les EIEC envahissent les cellules épithéliales du
colon, lysent la vacuole de phagocytose, se multiplient dans la cellule et se servent de
microfilaments d’actine pour se mouvoir. Les EIEC peuvent probablement passer
directement d’une cellule épithéliale a une autre.

E. coli entéroagrégatifs (EAEC) : Les EAEC adhérent aux cellules épithéliales du
petit intestin et du cdlon en formant un biofilm, ce qui conduit généralement a des
diarrhées chroniques. lls secrétent des cytotoxines et des entérotoxines.

E. coli a adhésion diffuse (DAEC) : Lorsque les DAEC colonisent ’intestin, les
entérocytes présentent une exacerbation de certaines microvillosités qui enveloppent
les bactéries.

E. coli entéropathogénes (EPEC) : Les EPEC adherent aux entérocytes de 1’intestin
gréle et détruisent la structure en brosse formée par les microvillosités a la surface des
entérocytes, formant ainsi les 1ésions d’attachement et d’effacement (A/E). Les
réarrangements du cytosquelette sont accompagnés d’une réponse inflammatoire et de

diarrhées.
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6) E. coli entérohémorragiques (EHEC) : Les EHEC induisent également les lésions
AJ/E, mais au niveau du c6lon. Les EHEC produisent spécifiquement les Shiga-
toxines (Stx), absorbées par la circulation systémique induisant des complications

pouvant mettre en jeu le pronostic vital de I’individu infecté.

~~~~~~~~ \
“%\\
TS w | [ U Cytotoxines
%%-/} é] enté r:ttoxines
\ S/ \ _/ \
ETEC(1) EIEC(2) EAEC(3)
I
Stx
\ _/ '\ _/ \ +Absorption systémiqu_g,/
DAEC (4) EPEC(5) EHEC(6)

Figure 1: Modes de colonisation schématiques des différents pathovars d’E. coli intestinaux.
D’aprés Kaper et al,, 2004 (Kaper et al., 2004). Les pathovars d’E. coli sont définis par les
caractéristiques d’interaction avec les cellules épithéliales de I’intestin, par leurs cellules cibles ainsi
gue par la production éventuelle de toxines spécifiques.

Les EHEC sont responsables de colites hémorragiques. Ces colites peuvent engendrer des
complications, telles que le syndrome hémolytique et urémique (SHU) ou le purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT) dont I’issue peut étre fatale. Ces symptomes sont
essentiellement dus a la production d’une toxine par les EHEC : la Stx, qui classe les EHEC dans
la famille des E. coli producteurs de Stx (STEC). Toutes les souches de STEC ne sont pas
pathogeénes pour ’Homme ; la dénomination EHEC est donc réservée aux STEC isolés en

situation pathologique (Levine, 1987).
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La nomenclature STEC est récente. Avant la découverte de la présence des Stx, le pathovar
des STEC était appelé VTEC pour Verotoxigenic E. coli. Cette nomenclature a été donnée apres
une étude qui montrait que les Stx sécretées par les STEC sont cytotoxiques sur des cellules
Vero. Cet effet est différent de celui observé avec les entérotoxines des ETEC (Konowalchuk et
al., 1977).

1.2.Classification des STEC
1.1.1. Classification antigénique des STEC

Les STEC sont caractérisés par la combinaison sérotypique O:H:K des antigénes du
lipopolysaccharide (LPS) (O), flagellaire (H) et capsulaire (K). Cependant, la combinaison O:H
est la plus couramment utilisée pour décrire les STEC. Plus d’une centaine de sérotypes ont été
identifiés chez les STEC isolés a partir d’échantillons humains (Johnson et al., 2006). Le
sérotype le plus fréquent et le plus virulent est O157:H7. Cependant, des souches provenant
d’autres sérogroupes tels que 026 ; 0145 ; 0103 ; 0111 ; 091 ; O55; 0121 ont été isolés de cas
cliniques (Tableau 1) (Rapport AFSSA http://www.anses.fr/Documents/MIC2010sa0031.pdf).

Sérogroupe 1996-2006 2007 2008
% % %
0157 83 58 69
026 6 7 7
0145 2 4 5
0103 3 5 2
0111 1 2 0
091 1 0 1
055 1 0 1
0121 0 5 1

Tableau 1 : Sérogroupes d’EHEC les plus fréquents, identifiés par sérologie ou par culture dans les
cas de SHU pédiatriques en France, 1996-2006 (Rapport AFSSA
http://www.anses.fr/Documents/MI1C2010sa0031.pdf).

1.1.2. Les différents séropathotypes
Une classification des STEC en fonction du séropathotype est également utilisée (Karmali et

al., 2003). Les STEC sont alors classés en fonction de leur incidence et de leur association avec le
SHU (Tableau 2). Le séropathotype A comprend les souches les plus virulentes et les plus

fréqguemment associées aux épidémies de SHU comme les souches de sérotype O157:H7, alors
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que le séropathotype E comprend des souches qui n’ont jamais été associées a des pathologies

chez I’ Homme.

T Fréquence Association avec
Séropathotype : d’implication dans  des pathologies Sérotypes
relative " o
es épidémies séveres
A Haute commune Oui 0157:H7, O157:NM
026:H11, 0103:H2,
B Modérée peu commune Oui O111:NM, O121:H21,
0145:NM
C ey — Oui 0104:H21, 091:H21,
0113:H21, autres
D Basse rare Non Multiples
umqufament o NA NA Multiples
humaine

Tableau 2: Classification des STEC en fonction de la fréquence d’isolement lors d’épidémies ainsi

gue de la sévérité de la pathologie engendrée (Karmali et al., 2003).

1.1.3. Classement phylogénétique
Phylogénie des E. coli
La classification phylogénétique des especes a pour objectif de rendre compte des degrés de
parenté entre les différentes espéces analysées. Cette classification s’effectue a partir des

données génétiques et permet de comprendre leur histoire évolutive.

Une collection de 72 souches d’E. coli d’origines diverses a été réalisée (ECOR). L’analyse
de la variabilité génétique de 11 enzymes ainsi que leurs profils électrophorétiques a permis de
classer les différentes souches en 6 groupes phylogénétiques majeurs A, B1, B2, C, D et E
(Ochman & Selander, 1984). Par la suite, une étude de la collection ECOR et de la collection
DEC (comprenant 15 souches d’E. coli responsables de diarrhées) a montré une dispersion des
E. coli parmi les différents groupes phylogénétiques (Boyd & Hartl, 1998). Les souches EXPEC
(extra-intestinales) et UPEC (uropathogénes) appartiennent majoritairement aux groupes B2 et
D. Les souches entéropathogénes sont quant a elles massivement présentes dans les groupes A et
B1, et en particulier les souches des pathovars EHEC, ETEC et EIEC. Les souches des pathovars
EPEC et EAEC ont des pathologies associées plus modérées que les 3 précédentes et sont

présentes dans I’ensemble des groupes (Escobar-Paramo et al., 2004). Les souches de
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STEC/EHEC sont présentes majoritairement dans les groupes A et B1. Les souches d’EHEC de
sérotype O157:H7 sont regroupées dans le groupe D (Girardeau et al., 2005).

Origine et phylogénie des EHEC
Différentes hypothéses ont ét¢ émises concernant 1’origine des EHEC sachant que les

relations clonales entre les EPEC et les EHEC sont assez complexes, et que certaines souches

appartiennent a des sérotypes communs aux deux pathovars.

Certaines études suggéraient que les EPEC dérivaient de STEC ayant perdu les genes codant
les Stx. Cependant, il est plutdét admis aujourd’hui que les STEC seraient issus de 2 clones
d’EPEC qui auraient acquis les génes codant pour les Stx par transfert horizontal. Ce qui aurait
conduit a I’émergence des 2 lignées majeures d’EHEC : EHEC-1 constituée de souches 0157 et
EHEC-2 constituées de souches 026 et O111 (Sperandio et al., 1998 ; Wieler et al., 1997).

1.3.Réservoirs et vecteurs
Le réservoir principal des STEC est le tube digestif des bovins. Il était admis que les STEC

étaient présents principalement dans le rumen et le cdlon. Une étude récente a cependant montre,
par des méthodes de détection beaucoup plus sensibles que les précédentes, que les STEC sont
présents tout le long du tube digestif des bovins (Keen et al., 2010)(Figure 2). Les STEC
seraient donc largement adaptés a tous les microhabitats du tractus gastro-intestinal des bovins.
Cependant, des STEC, principalement de sérotype O157:H7, ont également été retrouvés chez
d’autres especes telles que le lapin, le cerf, le buffle, le cochon, le poulet ou encore les mouettes
(Cornick & Vukhac, 2008; Dipineto et al., 2006 ; Eriksson et al., 2003 ; Foster et al., 2006 ;
Galiero et al., 2005 ; Garcia-Sanchez et al., 2007 ; Griffin & Tauxe, 1991 ; Pritchard et al.,
2001 ; Scaife et al., 2006 ).
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Figure 2: Structure du tube digestif du bovin. Les méthodes de détection plus sensibles ont permis
de montrer que les STEC se retrouvent dans tous les compartiments du tractus gastro-intestinal,
contrairement aux premiéres analyses qui laissaient suggérer un portage plus important au niveau
du rumen et du cdlon.

Il est important de souligner que le portage des STEC par les ruminants est asymptomatique,
contrairement a ’Homme. Les taux de prévalence des STEC varient d’un pays a [’autre.
L’analyse du portage des STEC par les bovins peut s’effectuer de différentes fagons, comme par
exemple la culture des STEC ou la détection de genes stx, codant pour la Stx, dans les feces des
bovins. Une étude qui combinait les techniques de PCR et de culture a permis de montrer que sur
988 échantillons collectés en France (Régions Bourgogne et Rhones-Alpes), 207 sont positifs
pour la présence de genes stx dans les souches d’E. coli. Parmi ces échantillons, il y a 27 souches
de STEC différentes qui peuvent représenter un danger pour la population (Vernozy-Rozand et
al., 2004). Les techniques de détection de STEC ne sont pas identiques d’un pays a 1’autre, et on
retrouve également de grandes différences de prévalence de STEC en fonction du pays. Par
exemple, aux Etats-Unis, on retrouve 11.4% des bovins porteurs d’EHEC O157:H7 dans les
feces, au Brésil on retrouve 82% de bovins laitiers porteurs de STEC (tous sérotypes) dans les
feces, alors qu’en France seulement 7.9% des bovins sont porteurs de STEC (tous sérotypes)
(Rapport de I’AFSSA : Bilan des connaissances relatives aux STEC). La prévalence du portage
des STEC par les bovins varie également en fonction du mode d’élevage. En effet, la prévalence
des STEC varie de 0.3 4 56% chez des animaux issus d’élevages intensifs, et de 1 a 45% chez les
animaux issus d’élevages extensifs (Hussein, 2007). D’autres études ont montré que le portage
suit un rythme saisonnier, avec une prévalence du portage qui augmente pendant les mois les
plus chauds (Jenkins et al., 2002).
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Les STEC sont excrétés par les bovins et leur concentration dans les féces varie d’un animal
a I’autre. Une étude a montré que la concentration en STEC peut varier de 10 & 10° CFU/g de
féces (Zhao et al., 1995). Dans les troupeaux, certains bovins excretent beaucoup plus que
d’autres : ce sont les super excréteurs. En effet, ces super excréteurs sont porteurs de STEC a
raison de plus de 10° CFU/g de féces et sont responsables de la diffusion des STEC au sein d’une
ferme (Cobbold et al., 2007). De plus, 1’dge de ’animal ainsi que son sexe semblent étre des
facteurs importants pour le portage des STEC ainsi que pour leur excrétion. En effet, les jeunes
animaux avant sevrage sont rarement porteurs de STEC. En revanche, chez les animaux jeunes
apres le sevrage, la prévalence du portage des STEC est plus importante que chez les animaux
agés (Cray & Moon, 1995 ; Garber et al., 1995 ; Hancock et al., 1997 ; Wells et al., 1991 ; Zhao
et al., 1995). De plus, I’excrétion de STEC est plus importante chez les génisses que chez les
veaux (Hancock et al., 1997 ; Shere et al., 1998). Des études ont montré que des pH plus faibles
et des concentrations plus élevées en acides gras a chaine courte résultent en un portage de STEC
moins important. Les aliments utilisés dans les exploitations influent sur le pH ruminal ainsi que
sur la concentration des acides gras a chaine courte en fonction des nutriments utilisés.
Notamment, la prévalence des STEC chez les bovins nourris par les fourrages est généralement
plus importante. Cette prévalence plus importante est expliquée par des concentrations plus
¢levées en tannins ainsi qu’en acide phénolique, qui jouent sur le pH ruminal ainsi que par la
concentration des acides gras a chaine courte (Brown et al., 1997 ; Hancock et al., 1997 ;
Harmon et al., 1999). L’excrétion importante des STEC est considérée comme un facteur de
risque élevé pour I’exposition et I’infection des Hommes a ces agents pathogenes (Ogden et al.,
2004 ; Omisakin et al., 2003).

Les STEC entrent dans la chaine alimentaire de différentes fagcons (Figure 3).
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Figure 3 : Modes de contamination aux STEC des différents produits de la chaine alimentaire.

Tout d’abord, la viande contaminée est la premicre cause d’infections a8 EHEC. Si la découpe
a lieu correctement, il est peu probable que la viande se retrouve en contact avec le tube digestif
porteur d’EHEC. En revanche, si les régles d’hygiéne ne sont pas respectées, la contamination de
la viande peut avoir lieu par contact direct avec le tube digestif ou des cuirs des bovins,

¢galement porteurs d’EHEC.

Les laits et fromages au lait cru sont également incriminés lors d’infections a EHEC. Les
cuirs des bovins peuvent étre porteurs d’EHEC, qui se retrouvent alors dans le circuit du lait lors
de la traite. Les régles d’hygiéne préconisent de nettoyer les pis des vaches avant la traite afin

d’éliminer toute source de contamination.

L’excrétion des EHEC dans I’environnement peut conduire a la contamination de I’eau de
boisson ou de baignade en aval. L’excrétion bovine est également a 1’origine de la contamination

des fruits et des légumes lors de 1’épandage de fumier contaming.

La contamination de I’Homme peut également se faire directement par le bovin a la ferme, si

les régles d’hygiene aprés la visite des animaux ne sont pas respectées.

Enfin, des contaminations inter-humaines ont été rapportées lors d’épidémies, en particulier

dans les hopitaux et dans les creches.

34



Revue de littérature

1.4. Aspects clinigues- Symptémes- Traitements
1.4.1. Symptomatologie

La dose infectieuse des EHEC est de moins de 50 bactéries (Rapport de I’AFSSA). Cette
dose infectieuse est trés faible pour un pathogéne ingéré, si I’on compare a d’autres pathogénes
tels que Salmonella Typhimurium pour lequel la dose infectieuse est de 10° & 10° bactéries
ingérées (Hornick et al., 1970). Cette faible dose infectieuse des EHEC est tres probablement
due aux mécanismes de résistance a 1’acidité trés performants des EHEC qui leur permettent de
résister efficacement a [Dacidité gastrique. Les symptomes de 1’infection apparaissent
séquentiellement dans les 15 jours suivant 1’ingestion de 1’aliment contaminé (Figure 4). Les
premiers symptdmes apparaissent sous forme de diarrhées aqueuses modérées entre 1 et 9 jours
apres 1’ingestion (Brunton et al., 1994). Dans 90% des cas, les diarrhées deviennent sanglantes et
s’accompagnent de séveres douleurs abdominales spasmodiques ainsi que d’une déshydratation
modérée. Cette colite hémorragique persiste entre 2 et 10 jours, peut s’accompagner de
vomissements mais n’induit généralement pas d’apparition de fievre. Des complications
apparaissent dans 10% des cas une semaine environ aprés le début des symptdmes. Ces
complications peuvent mettre en jeu le pronostic vital de I’individu. Elles sont dues a la
production de Stx dans I’intestin et se traduisent par des microangiopathies thrombotiques de
deux types : le SHU et le PTT (Figure 4) (Gillis, 1996 ; Nivet et al., 1995).

Symptomatologie des infections a EHEC
Ingestion
3-4 jours
Diarrhée aqueuse modérée =) R é&solution
§ o0%
Colite hémorragique — R ésolution
7 jours, 10%

Microangiopathies thrombotiques

SHU PTT
Syndrome hémolytique et urémique Purpura thrombotique thrombopénique
sthrombopénie fievre
eanémie hémolytique *signes neurologiques
sinsuffisance rénale aigué *Mortalité: 10%

*Mortalité: 5%

Figure 4: Evolution clinique apreés I’ingestion des EHEC.
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Le SHU se caractérise par une anémie microangiopathique hémolytique, une thrombopénie
ainsi qu’une insuffisance rénale aigué€. Il a également été observé des troubles du systeme
nerveux central tels que léthargie, convulsions, et encéphalopathie (Tesh et al., 1993). Le SHU
touche essentiellement les enfants de moins de 5 ans et est la premiére cause d’insuffisance

rénale aigué en France (http://www.anses.ft/).

Le PTT présente les mémes caractéristiques physiopathologiques que le SHU mais il difféere
du SHU par le fait que les patients présentent une fievre ainsi que des symptémes neurologiques

plus marqués. Cette forme touche plus particulierement les personnes agées.

1.4.2. Diagnostic
Le diagnostic des infections a EHEC repose sur 1’isolement et I’identification des EHEC

dans les selles, sur la mise en évidence de la présence de Stx libres ou des génes stx1 et stx2 (par
PCR) et/ou sur I’augmentation du titre sérique des anticorps spécifiques dirigés contre le LPS et

la flagelline.

1.4.3. Traitements
A ce jour, il n’existe aucun traitement contre les infections a EHEC. Les traitements sont

donc essentiellement symptomatiques : diurése, hémodialyse, transfert de plasma frais...
(Andreoli et al., 2002). Ces traitements permettent de diminuer la morbidité de 40 a 4% pour les
patients atteints du SHU et de 90 a 10% pour les patients atteints de PTT (Gillis, 1996).
Cependant, il est important de noter que les séquelles sont fréquentes et durables, notamment au

niveau rénal. Le taux de guérison des séquelles est d’environ 70%.

La plupart des infections bactériennes sont soignées par 1’antibiothérapie. En ce qui concerne
les infections a EHEC, celle-ci est trés discutée. Plusieurs études ont montré que
I’antibiothérapie est inefficace sur les infections a EHEC, elle serait méme un facteur de risque
pour I’apparition du SHU. En effet, les génes codant les Stx sont portés par des phages de type A
en phase lysogénique. Certains antibiotiques induisent des cassures de I’ADN bactérien,
induisant le cycle lytique du phage, et favorisant I’expression et la synthése de Stx. Certains
antibiotiques bactériostatiques sont a I’étude comme 1’Imipenem, qui diminue la cytotoxicité des
EHEC de sérotypes 026, O111 et O157 sur les cellules Vero. L’Imipenem diminue également la
quantité de Stx libérées par les EHEC (Lee & Stein, 2009). La fosfomycine est egalement
étudiée dans la lutte contre les infections a EHEC aux stades précoces puisqu’elle diminue
I’expression des génes codant pour la Stx (Ichinohe et al., 2009).
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Plusieurs nouvelles thérapies sont également a I’étude, comme par exemple 1’administration
d’anticorps anti-Stx qui ont été testés chez la souris et le porcelet gnotobiotique. Chez la souris,
I’administration d’anticorps anti-Stx diminue la mortalité lors d’une infection expérimentale par
les EHEC (Yamagami et al., 2001), et chez le porcelet gnotobiotique, diminue la probabilité
d’apparition de symptomes neurologiques et également la mortalité (Sheoran et al., 2005). De
plus, des bactéries recombinantes qui produisent des analogues structuraux du récepteur de la
toxine ont ét¢ administrées a un modéle murin. L’administration de ces bactéries supprime toute
létalité due a O157:H7 (Paton et al., 2000). Enfin, I’administration par voie orale de composés
peptidiques (Nishikawa et al., 2006) ou glucidiques (Takeda, 1998) qui miment le récepteur de la

toxine permettrait de séquestrer la toxine dans la lumiére intestinale.

Enfin, parmi les nouvelles thérapies, on peut citer celle qui a été testée récemment, lors de
I’épidémie de 2011 en Allemagne. La Stx peut activer le complément, et cette activation est liee
a ’apparition des symptomes les plus graves de I’infection a EHEC. Lors de la récente épidémie
allemande, des chercheurs ont administré a des patients atteints du SHU un anticorps anti-
complément (Eculizumab) qui inhibe 1’activation du complément. Les trois patients traités avec
cette molécule ont été guéris trés rapidement des 1ésions cérébrales et rénales qu’ils avaient
(Lapeyraque et al., 2011). Cette thérapie est encourageante pour la suite, mais 1’administration

d’anticorps est trés colteuse.

De nombreuses études sont encore nécessaires afin de proposer des stratégies alternatives

efficaces et peu codteuses pour lutter contre les infections a EHEC.

1.5. EHEC- épidémies
1.5.1. Dans le monde
Premiére épidémie a EHEC :

Les EHEC ont été décrits pour la premiére fois en 1982, lors de deux épidémies qui ont
touché 2 états du continent nord-américain : I’Oregon et le Michigan. L’aliment incriminé était
de la viande hachée peu cuite retrouvée principalement dans les hamburgers. Les souches
responsables des épidémies étaient de sérotype O157:H7. 47 personnes ont été infectées dont 35

ont été hospitalisées. La souche de référence EDL933 a ¢été isolée d’un hamburger lors de 1’'une

de ces épidemies.
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Epidémies mondiales de grande ampleur :

Par la suite, des épidémies de grande ampleur ont touché des pays développés dans le monde
entier. De la viande hachée peu cuite contaminée a été incriminee dans diverses épidemies. On
peut citer par exemple celle de 1993 aux USA ou la viande hachée était contaminée par une
souche de sérotype O157:H7. 501 personnes ont été infectées, 45 ont présenté un SHU et 3 sont
décédées. Des épidémies ont également été rapportées suite a 1’ingestion de fruits ou légumes
contamines. Par exemple, une des plus grandes épidémies a EHEC a eu lieu au Japon en 1996.
Des pousses de radis crues servies en collectivité étaient contaminées par une souche de sérotype
0157:H7 et ont infecté 9 451 personnes, dont 101 présentaient un SHU et 12 sont décédees. La
souche de référence Sakai a été isolée lors de cette épidémie. Le lait cru et le fromage au lait cru
ont déja été incriminés lors d’épidémies a EHEC. Par exemple, en 2010, les Etats-Unis ont été
touchés par une épidémie suite a 1’ingestion par plusieurs personnes de fromage au lait cru
contaminé par une souche de sérotype O157:H7. Cette épidémie a touché 38 personnes, dont une
a développé un SHU. Enfin, ’eau de baignade ou de boisson a également été incriminée lors
d’épidémies. C’est le cas par exemple de I’épidémie qui a touché le Canada en 2000. L’eau de
boisson était contaminée par une souche de sérotype O157:H7. Plus de 2 000 personnes ont été
touchées, 27 ont développé un SHU et 7 sont décédées.

En 2011, I’épidémie en Allemagne a été 1’épidémie européenne a EHEC la plus importante.
Elle a touché plus de 4 000 personnes. 850 ont été victimes de SHU et 51 sont décédées.
L’aliment incriminé était des graines de fenugrec en provenance d’Egypte (Rapport EFSA,
2011). La souche responsable de I’épidémie est de sérotype O104:H4. On peut classer cette
souche dans le pathovar des E. coli entéroaggrégatifs (EAEC) (Rasko et al., 2011; Scheutz et al.,
2011). Son génome est identique a 93% a celui de la souche d’E. coli entéroaggrégative
0104:H4 (souche 55989) isolée en Afrique a partir d’un patient atteint du HIV qui présentait des
diarrhées chroniques. La souche O104:H4 responsable de 1’épidémie allemande présente un
profil de multi-résistance aux antibiotiques (résistance aux molécules suivantes : ampicilline,
céfotaxime, ceftazidime, streptomycine, sulfaméthoxazole, triméthoprime, cotrimoxazole,
tétracycline et acide nalidixique) (Rasko et al., 2011). Elle possede également un géne codant
pour une pénicillinase (Avis de ’ANSES Saisine n°2011-SA-0158). La souche 0104 :H4 ne
posséde pas la plupart des génes de virulence des EHEC, comme ceux responsables de
I’adhésion aux cellules épithéliales intestinales. Cependant, elle posseéde les génes codant les

facteurs d’adhésion des EAEC, qui fonctionnent différemment de ceux des EHEC et qui sont

38



Revue de littérature

responsables notamment de la persistance des EAEC dans I’intestin. De plus, la souche O104:H4
possede le géne stx2 (Rasko et al., 2011), qu’elle aurait acquis par transfert horizontal avec une
souche de STEC. La combinaison de la persistance des EAEC avec la production de Stx est
probablement la cause de I'incidence élevée de 1’apparition du SHU lors de cette épidémie,
puisque les patients auraient été exposés plus longtemps a la Stx. Peu d’enfants ont été atteints
par la souche O104:H4, probablement parce que les graines germées sont majoritairement
consommeées par des femmes et non des enfants. Du point de vue symptomatique, la souche
0104:H4 est une STEC puisqu’elle produit des Stx, et elle a été impliquée dans des symptémes
de colites hémorragiques, on peut donc la classer dans le pathovar des EHEC. Les EAEC n’ont
jamais été retrouvés chez les bovins. Le réservoir connu des EAEC est principalement I’Homme.
L’origine de la contamination serait donc humaine, chez un individu qui aurait eu une souche
d’EHEC et une souche d’EAEC. La cohabitation des deux bactéries aurait donné lieu a un
transfert horizontal a la suite duquel la souche d’EAEC aurait acquis les génes codant pour la
Stx. C’est I’excrétion d’origine humaine suivie d’une mauvaise hygiéne personnelle qui aurait

donné lieu a la contamination des graines de fenugrec a germer.

1.5.2. En France :

En 2005 :
En 2005, deux épidémies a EHEC ont touché la France.

La premiére épidémie a touché le sud-ouest de la France et était due & la consommation de
steaks hachés de beeuf surgelés contaminés par des EHEC O157:H7. Elle a touché 69 personnes

et a provoqué 17 cas de SHU majoritairement chez des jeunes enfants.

La seconde épidémie a touché principalement la Normandie. Elle était due a la contamination
de camembert au lait cru par une souche d’EHEC O26:H11. 17 personnes ont contracté un SHU.

Elle a également touché principalement les jeunes enfants.

En 2011 :
En 2011, il y a eu deux épidémies a EHEC en France.

La premiére epidémie était due a la consommation de steaks hachés de la marque « Steak
Country » distribuée par 1’enseigne Lidl a Lille. La souche responsable de I’épidémie était une

souche d’EHEC O157 et a provoquee 10 cas de SHU, essentiellement chez de jeunes enfants.
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La deuxiéme épidémie était liée a I’épidémie qui a eu lieu en Allemagne a la méme période
puisque la souche incriminée était la souche 0104:H4, similaire a celle responsable de
I’épidémie en Allemagne, et I’aliment mis en cause était des graines germées de fenugrec, des
germes de moutarde et de roquette, provenant du méme fournisseur égyptien que les graines
germées responsables de la contamination en Allemagne. Cette épidémie a touché 15 personnes

et a provoqué 8 cas de SHU.

2. Physiopathologie

2.1.La résistance a I'acidité gastrique

Aprés ingestion par le consommateur, les pathogénes intestinaux se retrouvent dans
I’estomac, ou ils doivent faire face au premier systéme de défense de I’hote : I’acidité gastrique.
Les bactéries ont élaboré des stratégies pour faire face a cette premiére barriére en développant
différents mécanismes de résistance a I’acidité. Parmi eux, 3 mécanismes sont basés sur la
décarboxylation d’acides aminés, comme par exemple le systeme glutamate dépendant (GAD),
basé sur la décarboxylation du glutamate. Seul le systeme GAD sera décrit ici.

Le systeme GAD permet aux EHEC de résister a des pH trés faibles, avoisinant 2, dans un
milieu contenant du glutamate. Il est composé de deux glutamate décarboxylases : GadA et
GadB (Smith et al., 1992), et d’un antiporteur : GadC (Hersh et al., 1996). GadC permet 1’entrée
dans la bactérie du glutamate, qui est décarboxylé par GadA et GadB en y-aminobutyrate
(GABA). Cette réaction de décarboxylation consomme un proton et permet d’augmenter le pH
intracellulaire. Le GABA est ensuite externalisé par 1’antiporteur GadC (Figure 5). Une seule
des deux décarboxylases est nécessaire pour la survie des E. coli a pH 2.5, alors que la présence

des deux est nécessaire a la survie a pH 2 (Castanie-Cornet et al., 1999).
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Figure 5: Systéme de résistance a I’acidité dépendant du glutamate. GadC est I’antiporteur qui
permet I’entrée dans la cellule du glutamate et la sortie de y aminobutyrate (GABA). Les
décarboxylases GadA et GadB permettent la décarboxylation du glutamate en GABA en
consommant un proton.

L’Acid Fitness Island (AFI) est un ilot génomique spécifique des E. coli codant pour des
protéines impliquées dans la résistance a I’acidité (Figure 6).

E. coli K12 souche MG1655

slp. yhiF yhiDhdeBhdeA hdeD GAE  yhiy  yhiv wiw 930K ead

slp. yhiF chud  ZA912chuT  chuWXY chuUZAST9yhiDhdeBhded hdeD 970E 3wy yhiv w9808 gad

E. coli O157:H7 souche EDL933

Figure 6 : Acid Fitness Island de la souche E. coli K-12 MG1655 (Mates et al., 2007) et de la souche
EHEC O157:H7 EDL933. L’acid fitness island des EHEC O157:H7 posséde une région génomique
supplémentaire (en jaune) entre yhiF et yhiD codant pour des genes impliqués dans le métabolisme

du fer.
Parmi ces derniéres, HdeA et HdeB sont des protéines chaperons de 1’espace périplasmique

qui fixent les protéines a pH acide afin d’empécher leur agrégation. On retrouve €galement le
régulateur transcriptionnel YhiF de la famille LuxR. YhiF joue un réle dans la résistance a

I’acidité notamment en présence de lactate, succinate et formate, cependant son régulon et son
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mode d’action n’ont pas encore été définis. La protéine Slp est également codée par 1I’AFI. Slp
est une protéine de la membrane externe et limiterait la pénétration de certains acides organiques
a travers la membrane. Elle pourrait egalement jouer un réle de transducteur de signal en
conditions acides. Il existe également un systéme de résistance a 1’acidité activé par une forte
densité bactérienne. Il met en jeu au moins 2 protéines codées par I’AFI : YhiD et HdeD qui sont
des protéines membranaires (Mates et al., 2007).

La régulation du systeme GAD chez E. coli K-12 est trés complexe et fait intervenir de

nombreuses molécules dont I’activité dépend des conditions environnementales.

La synthése des protéines impliquées dans le systtme GAD est régulée par de petits ARN
non codants, dont les principaux sont DsrA et GadY (Lease et al., 2004 ; Opdyke et al., 2004).
La régulation par DsrA est indirecte. En effet, DsrA se fixe aux ARNm de RpoS et H-NS,
favorisant la traduction de RpoS et la dégradation de ’ARNm de H-NS (Lease et al., 2004).
RpoS active 1’expression des geénes de I’AFI (Weber et al., 2005) alors que H-NS la réprime
(Hommais et al., 2001). GadY, quant a lui, est codé par gady, situé en aval de gadX. Lors de
I’entrée en phase stationnaire de croissance, la transcription de gadY est activée par RpoS. Hfq se
fixe alors sur I’ARN non codant GadY afin d’empécher sa dégradation (Ma et al., 2002 ; Opdyke
et al., 2004 ; Tucker et al., 2003). GadY se fixe sur ’ARNm de gadX pour le stabiliser et
favoriser sa traduction (Opdyke et al., 2004). De plus, ’expression de gadX est activée par
GadW, qui présente une forte homologie avec GadX. Toutes deux appartiennent a la famille des
protéines régulatrices AraC. Comme toutes les protéines de cette famille, GadX et GadwW
possédent un domaine N-terminal impliqué dans la dimérisation. GadX et GadW forment ainsi
des homodiméres. Elles possédent aussi un domaine de fixation a ’ADN, et GadX se fixe a
I’ADN sur des séquences appelées « gad box » : 5’-
WANDNCTDWTWKTRAYATWAWMATGKCTGATNTTTWYNTYAK-3” (Tramonti et al.,
2008). A pH acide, GadX active I’expression de nombreux génes comme gadA, gadBC, gadE,
yhiF et hdeAB, alors qu’elle n’a aucun effet a pH neutre (Tucker et al., 2003). GadW, en plus de
son role dans I’activation de 1’expression de gadX, réprime 1’expression de gadA et gadBC, et ce
de facon GadX-dépendante (Ma et al., 2002 ; Tucker et al., 2003). Cette répression GadX-
dépendante se produit probablement par une interaction entre GadX et GadW, qui empéche
GadX de se fixer sur les promoteurs de ses cibles. En absence de GadX, GadW est capable

d’activer I’expression des geénes qu’il réprimait en présence de GadX.
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Parmi les génes cibles de GadX, on retrouve le régulateur principal de I’AFI : GadE (appelé
auparavant YhiE), codé par I’AFI. En plus de son activation par GadX, 1’expression de gadE est
activée par la voie EvgA/YdeO. EvgA/YdeO est un systeme a deux composants dans lequel
chacun des composants peut se fixer indépendamment 1’un de 1’autre au promoteur de gadE et en
activer I’expression (Ma et al., 2004). Les EHEC O157:H7 sont plus résistants a I’acidité que les
autres souches d’E. coli, et ils possédent des régulateurs spécifiques de la résistance a 1’acidité
non codés par les autre souches d’E. coli. Ces régulateurs sont codés par des génes portés par des
prophages. Chez la souche EDL933, les Tlots OI-50 et OI-57 hébergent des prophages contenant
les genes psrA et psrB, respectivement. Ces génes codent pour des protéines régulatrices de la
famille AraC, capables de se fixer in vitro sur la région promotrice de gadE, ce qui suggere
qu’elles activent directement I’expression de ce dernier (Tree et al., 2011). Des analyses in silico
montrent que des homologues de psrA et psrB sont retrouvés uniquement chez d’autres souches
d’EHEC ainsi que chez certaines souches d’autres pathovars d’E. coli (Tableau 3 ), mais pas

chez des E. coli commensales. Ces deux genes semblent donc étre liés a la pathogénicité.

Pourcentage de Pourcentage de
Souche Pathovar similarité avec psrA similarité avec psrB
E. coli O157:H7 str. Tw14359 EHEC 100% 99%
E. coli O157:H7 str. EC4115 EHEC 100% 99%
E. coli O157:H7 str. Sakai EHEC 100% 99%
E. coli O111:H- str. 11128 EHEC 99% 99%
E. coli 026 :H11 str. 11368 EHEC 99% 99%
E. coli O111:H- str. 11128 EHEC 99% 99%
E. coli O55 :H7 str. CB9615 EPEC 99% 94%
E. coli O55:H7 str. RM12579 EPEC 99% 94%
E. coli 0103:H2 str. 12009 EHEC 96% 99%
E. coli S88 E. coli extra-intestinal 93% 98%
E. coli UMNKS88 ETEC (souche porcine) 93% 92%

Tableau 3 : Les différentes souches qui possédent des génes homologues aux génes psrA et psrB de
la souche ’EHEC O157:H7 EDL933 ainsi que les pourcentages de similarité. Le BLAST a été
effectué sur les séquences génomiques de 51  souches d’Escherichia  coli

(http://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Récemment, une autre protéine de la famille Ara-C, PatE (z0321), a été décrite comme un
activateur de I’expression des génes impliqués dans la résistance a I’acidité (Bender et al., 2012).
Le gene codant PatE est fortement exprimé chez les EHEC en phase stationnaire, et son

expression est probablement activée par RpoS (Dong & Schellhorn, 2009). Parmi les genes
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activés par PatE, on retrouve gadE, hdeA, hdeB, gadA, gadB et slp. Les mécanismes de
régulation précis n’ont pas été déterminés, mais sont probablement GadE-dépendants, c'est-a-
dire que PatE activerait I’expression de gadE, GadE, a son tour activant I’expression des génes
cibles.

GadE est un régulateur de la famille LuxR. Il régule 1’expression des genes cibles en se
fixant, tout comme GadX, sur des sequences consensus appelées également « gad box », qui
different des « gad box » decrites pour GadX : 5’-TTAGGATTTTGTTATTTAAA-3’ (Maet al.,
2004). Un mutant gadE est hautement sensible a un pH acide (Kailasan Vanaja et al., 2009). En
milieu acide, GadE active I’expression entre autre de gadA, gadX et hdeAD, mais il est
¢galement capable d’activer sa propre expression (Hommais et al.,, 2004). L’activation de
I’expression de gadA se fait par la fixation de 1’hétérodimere RcsB-GadE sur la « gad box » en
amont de gadA (Castanie-Cornet et al., 2010). RcsB est une protéine qui fait partie d’un systéme
a plusieurs composants (RcsABCD), ou RcsC et RscD sont les récepteur membranaires et RCsA
et RcsB sont les protéines régulatrices qui répondent a ce signal (Majdalani & Gottesman,
2005). RcsB est également requis pour 1’expression de génes non régulés par GadE, comme par
exemple, gadW et gadY (Johnson et al., 2011).

2.2.L’adhésion a I'épithélium intestinal et les perturbations du

cytosquelette
L’adhésion des EHEC de sérotype O157:H7 a 1’épithélium colique se caractérise par des
lésions A/E. Les genes responsables des lésions A/E sont codés par un Tlot de pathogénicité, le
locus d’effacement des entérocytes (LEE) (McDaniel et al., 1995). Certaines souches O157:H7
possedent également divers facteurs d’adhésion non reliés aux Iésions A/E. Cependant, ils ne
semblent pas jouer un réle déterminant dans 1’adhésion, car la seule délétion du LEE conduit a
I’absence de colonisation chez le modéle lapin (Ritchie & Waldor, 2005) et chez le bovin (Dziva
et al., 2004). Nous ne parlerons donc ici que des lésions A/E.
2.2.1. Les lésions d’attachement et d’effacement des entérocytes
Ces lésions A/E sont caractérisées par I’adhésion intime des bactéries a la surface des
entérocytes, par 1’effacement des microvillosités qui forment la structure en brosse et par la
réorganisation du cytosquelette de la cellule épithéliale intestinale. Le réarrangement du
cytosquelette induit la formation d’un piédestal sous la bactérie (Figure 7) (Campellone &
Leong, 2003; Frankel et al., 1995 ; Kaper, 1998 ; Sherman & Soni, 1988 ).
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Figure 7 : Lésions d’attachement et d’effacement induites par une souche d’EHEC O157:H7 sur
des cellules épithéliales rectales de mouton. Les bactéries adhérent a la surface des entérocytes (E).
Les microvillosités (M) sont effacées et on observe I’apparition de piédestal (P) sous certaines
bactéries (Wales et al., 2001).

Chez les EHEC O157:H7, les genes codant pour les protéines nécessaires a la formation des
lésions A/E sont principalement situés sur le LEE (43,36 kb) composé de 54 ORF’s, situé sur le
chromosome bactérien. Le LEE est composé de cing opérons majeurs : LEE1 a LEE5 (Figure

8).
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Figure 8 : Locus d’effacement des entérocytes (LEE) des EHEC (D’aprés (Garmendia et al., 2005)).

Le réarrangement du cytosquelette des entérocytes par les EHEC ainsi que 1’attachement
intime sont consécutifs a I’injection dans les entérocytes de molécules effectrices bactériennes
sécrétées par un Systéme de sécrétion de type 11l (SSTT). Ce dernier est composé notamment
d’une seringue et d’un translocon qui permettent le passage direct des protéines effectrices de la
bactérie a la cellule hote.

e Le Systeme de Sécrétion de Type Trois

Le SSTT est un systeme de sécrétion utilisé par de nombreuses bactéries pathogenes a Gram

négatif pour injecter des protéines effectrices directement dans le cytosol de la cellule héte

(Hueck, 1998). Le SSTT posséde une structure trés conservée d’une espéce a I’autre. Chez les
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EHEC, il est constitué de protéines codées principalement par les LEE1, LEE2 et LEE3 (Figure
9). Il est constitué d’un anneau basal inséré¢ dans la membrane interne bactérienne. Cet anneau
est formé par les protéines EscD, EscQ, EscR, EscS, EscT, EscU et EscV (Gauthier et al., 2003 ;
Kresse et al., 1998 ; Ogino et al., 2006), avec a sa base les protéines SepD et SepL. L’ATPase
(EscN) est associée a la base dans le cytoplasme et permet de fournir I’énergie nécessaire pour le
transfert des autres protéines de structure du SSTT et pour la sécrétion des protéines effectrices
(Crepin et al., 2005). EscC est exporté de facon Sec-dépendante et se multimérise pour former
un pore dans la membrane externe (Crepin et al., 2005). EscJ est la protéine périplasmique qui
permet de faire la jonction entre 1’anneau basal de la membrane interne et I’anneau formé par
EscC dans la membrane externe (Crepin et al., 2005 ; Knutton et al., 1998 ; Yip et al., 2005).
EscF est ancrée sur EscC et forme la seringue sur laquelle le translocon peut étre assemblé. Le
translocon est constitué par la polymérisation des protéines EspA qui forment un large filament
creux reliant la bactérie a la cellule héte (Delahay et al., 1999), chapeauté par EspB et EspD

formant un pore dans la membrane de la cellule hote. (Knutton et al., 1998)

Protéines effectrices

AOI

Cytoplasme

L Cellule hote
eucaryote

Membrane
delacellule
eucaryote

Membrane
externe

Membrane  — Bactérie
interne

Cytoplasme

Figure 9 : Structure du systéme de sécrétion de type III chez les EHEC. D’aprés (Tree et al., 2009).

e [’attachement intime
Le SSTT permet I’injection des protéines effectrices dans la cellule hote. Parmi les protéines

effectrices, Tir est une protéine de 78 kDa codée par le LEES5 et s’ancre dans la membrane de la
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cellule hote. L’interaction entre I’intimine Eae (E. coli attaching and effacing) ancrée dans la
membrane externe bactérienne et son récepteur Tir induit 1’adhésion intime caractéristique des
EHEC. Eae est une protéine de 94 kDa codée par le LEE5 sécrétée par la voie générale de
sécrétion et non par le SSTT. Tir s’insere dans la membrane externe des entérocytes en formant
une épingle a cheveux, laissant libre le domaine extracellulaire de liaison a Eae (Figure 10)
(Campellone, 2010).
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eucaryote

Cellule hote
Cytoplasme

dela cellule
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Figure 10 : Structure de la liaison Eae-Tir a I’origine de ’attachement intime entre les EHEC et les

entérocytes (D’aprés (Luo et al., 2000)).

e ROle des protéines effectrices

Suite a I’adhésion intime, les protéines effectrices sont sécrétées par le SSTT dans la cellule
hoéte, et engendrent un réarrangement du cytosquelette ainsi que 1’apoptose de la cellule hote
(Figure 11). Certaines protéines effectrices sécrétées par le SSTT sont codées par le LEE :
SepZ, EspH, Map, Tir, EspF. Mais de nombreuses protéines effectrices sont codées par des

génes situés ailleurs dans le génome bactérien, le plus souvent sur des prophages.
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Figure 11 : Fonction des différentes protéines sécrétées par les EHEC au sein de la cellule héte.

Apres sa liaison a I’intimine, Tir dimérise et recrute des protéines eucaryotes N-WASP et
Arp2/3. Cela induit la polymérisation de 1’actine et par conséquent la formation du piédestal sous
la bactérie (Campellone, 2010). L’intimine interagit directement avec la nucléoline. Le role de
cette interaction n’a pas encore ¢été¢ défini. L’intimine interagit directement avec deux autres
récepteurs : une intégrine et un récepteur inconnu, qui agissent sur les jonctions serrées et les
déstabilisent. EspF et EspG sont impliquées dans le réarrangement du cytosquelette et dans la
formation du piédestal sous la bactérie (Deng et al., 2004 ; Garmendia et al., 2004). Espl cible
I’appareil de Golgi, alors que Map et EspF ciblent les mitochondries et favorisent alors
I’apoptose de la cellule eucaryote (Deng et al., 2004 ; Viswanathan & Hecht, 2000). Map et
EspF sont également responsables de 1’augmentation de la perméabilité intestinale par
destruction des jonctions serrées (Crane et al., 2001).

D’autres protéines effectrices jouent un role dans la modulation de la réponse inflammatoire
induite par les EHEC chez ’Homme. C’est le cas de NleC, NIeE ou NleH1 (Gao et al., 2009;
Wan et al., 2011 ; Yenet al., 2010 ).

Le rdle de la protéine SepZ n’a pas encore été défini.
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2.2.2. Régulation du LEE et du SSTT

L’expression des facteurs de virulence bactériens est finement régulée. Cela permet aux
bactéries pathogénes de n’exprimer leur facteurs de virulence que lorsque les conditions
environnementales sont optimales, par souci d’économie d’énergie, mais ¢galement pour ne pas
coloniser dans un environnement défavorable, ou encore afin d’empécher une réponse
immunitaire précoce qui compromettrait le processus d’infection.

Ainsi la régulation de I’expression du SSTT chez les EHEC O157:H7 est trés complexe. Elle
met en jeu des régulateurs codés par le LEE lui-méme, mais également des régulateurs globaux
du métabolisme cellulaire. On retrouve aussi des génes régulateurs acquis par transfert
horizontal, le plus souvent portés par des prophages. Je décrirai ci-dessous 1’action des
régulateurs principaux du LEE connus a ce jour chez les EHEC O157:H7.

Régulation par H-NS

La protéine H-NS est un régulateur global de la transcription chez E. coli. Elle est connue
pour réprimer 1’expression de genes d’origine étrangere (Navarre et al., 2006). Cette régulation
permet aux bactéries de se défendre contre I’ADN étranger qui, exprimé de fagon non contrélée,
pourrait engendrer des dommages et étre létal pour la bactérie. H-NS est une protéine de 15.5
kDa qui posséde en région C-terminale un domaine de fixation a I’ADN. Le LEE est une région
génomique acquise par transfert horizontal dont I’expression est réprimée par H-NS. Plus
précisément, H-NS se fixe directement sur les différents promoteurs du LEE, codant pour les
¢léments nécessaires aux lésions A/E, afin d’en réprimer leur expression (Mellies et al., 2007;
Umanski et al., 2002 ). H-NS réprime ’expression de ler a 27°C, mais pas a 37°C (Umanski et
al., 2002).

Régulation par Ler (LEE encoded regulator)

Une souche d’EHEC délétée pour le géne ler, le premier géne du LEE1, n’est plus capable
de former de 1ésions A/E car Ler est 1’activateur principal des opérons du LEE (Elliott et al.,
2000 ; Hacker & Kaper, 2000 ; Mellies et al., 1999 ; Sperandio et al., 2002). Ler dimérise et se
fixe directement sur les régions promotrices des différents opérons du LEE. Les mécanismes
moléculaires par lesquels Ler favorise la transcription des différents opérons du LEE n’ont pas
encore été établis, mais il semblerait que I’activation de I’expression du LEE2 a LEE4 par Ler
soit la conséquence de I’antagonisme entre Ler et le répresseur H-NS (Mellies et al., 2007). En
effet, Ler présente des similarités de séquence avec la protéine H-NS dans sa région C-terminale,
qui serait le domaine de liaison a I’ADN (Sperandio et al., 2000). Cependant, 1’affinité de Ler
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pour les différents promoteurs du LEE est plus importante que celle de H-NS. Lorsque la
concentration en protéine Ler augmente, elle va se fixer sur les différents promoteurs du LEE,
favorisant ainsi le detachement de la protéine H-NS. L’expression des opérons du LEE n’est plus
réprimée, on observe par conséquent une activation de I’expression des différents opérons.
D’autre part, Ler est également activateur de 1’expression du LEES indépendamment de H-NS,
puisque son site de fixation permet son interaction avec I’ARN polymérase qui transcrit alors
I’expression du LEE5 (Umanski et al., 2002).

En plus de son role dans I’activation de I’expression des différents opérons du LEE, Ler
active I’expression d’autres geénes codés par le LEE, tels grIRA, espG et map. Il régule également
I’expression de génes portés par des prophages ou par le plasmide pO157 hébergé par les
souches O157:H7, comme stcE codant une metalloprotéase ou les genes Ipf codant pour les long
polar fimbriae (Mellies et al., 2007). D’autre part, Ler réprime sa propre expression dans
certaines conditions, ce qui suggere que les concentrations locales de Ler au niveau du
promoteur LEE1 sont probablement importantes pour la régulation du LEE (Berdichevsky et al.,
2005 ; Mellies et al., 2008 ; Mellies et al., 2011). L’affinité de Ler pour le promoteur du LEE1
est plus faible que pour les promoteurs du LEE2 et LEE3. Ces résultats montrent que 1’auto-
répression de Ler sur le promoteur du LEE1 se produit lorsque Ler est présent en trop forte
concentration, afin d’éviter que la production du SSTT soit trop importante pour la bactérie.

Ler étant I’activateur principal des autres opérons du LEE, la plupart des régulateurs du LEE
régulent I’expression de ler, et ce sont généeralement les concentrations de Ler qui définissent le
taux d’expression du LEE.

Régulation par GrlA/R (Global Regulator LEE Activator and Repressor)

Juste en aval du LEEI est situé 1I’opéron grlR/A, codant pour une protéine répresseur et une
protéine activatrice de 1’expression de ler (Deng et al., 2004). 1l existe une boucle de régulation
entre ler et I’opéron griR/A. En effet, Ler active 1’expression de 1’opéron grIR/A, la protéine
GrlR réprime I’expression de ler, mais également I’activit¢ de GrlA, de fagon post-
traductionnelle. D’autre part, la protéase ClpX dégrade la protéine GrIR (lyoda & Watanabe,
2005 ; lyoda et al., 2006 ; Jobichen et al., 2007). Récemment, il a été montré que GrlA joue un
double rdle dans la régulation de 1’expression de ler. Tout d’abord, il active I’expression de ler
en empéchant la répression par le régulateur global HN-S. Ensuite, il active directement
I’expression de ler en favorisant 1’interaction entre le promoteur de ler et I’ARN polymérase

(Bustamante et al., 2011; Islam et al., 2011 ).
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Régulation par les protéines Pch

Chez les EHEC, les genes pch (perC homologue) possédent plusieurs homologues. Chez la
souche Sakali, il y a 5 genes homologues a perC : pchA, pchB, pchC, pchD et pchE, alors que
chez la souche EDL933, les analyses bioinformatiques montrent qu’il n’y en a que 4 (lyoda &
Watanabe, 2004). Chez la souche Sakai, les produits des genes pchA, pchB et pchC sont des
activateurs de 1’expression de ler, et par conséquent, des activateurs de 1’expression des autres
opérons du LEE (lyoda & Watanabe, 2004). 1l est important de noter que les effets de PchA et
PchB sur la régulation de 1’expression du LEE sont plus marqués que 1’effet de PchC. De plus, la
régulation par les protéines Pch n’a pas encore été étudiée chez la souche EDL933, mais les
résultats de recherche de génes homologues in silico ont montré que les genes pchA et pchB sont
absents du génome d’EDL933. On peut donc émettre I’hypothese que chez la souche EDL933, la
régulation du LEE par les protéines codées par les genes pch ne serait pas aussi marquée que
dans la souche Sakai, ou qu’une autre protéine homologue a PerC absente de la souche Sakai
prendrait le relai dans la souche EDL933.

Chez la souche EHEC Sakai, LrhA réprime ’expression des génes pchA et pchB, et donc
I’expression du LEE (Honda et al., 2009).

Régulation par le Quorum Sensing

Le quorum sensing est un systéme de signalisation intercellulaire par lequel une bactérie
appréhende la densité de population des bactéries de son environnement, et régule en réponse
I’expression de certains genes. Cette signalisation requiert généralement la production et la
détection d’hormones bactériennes communément appelées auto-inducteurs (Als). Chez les
EHEC, I’expression de plusieurs régulons impliqués dans la virulence est sous le contrdle du
quorum sensing, et c’est le systéme stimulé par 1’ AI-3 qui semble jouer un r6le majeur (Clarke et
al., 2006 ; Kendall et al., 2007 ; Lee et al., 2007; Reading et al., 2007 ). L’AI-3 peut étre
substitué par des catécholamines, la norépinéphrine et 1’épinéphrine, produites en abondance
respectivement par les neurones afférents au tube digestif et par le systtme nerveux central et
déversées dans I’intestin (Sperandio et al., 2003).

Plusieurs régulateurs du quorum sensing régulent I’expression du LEE. Le premier décrit,
QseA (Quorum sensing E. coli regulator A), est un régulateur transcriptionnel de la famille Lys-
R. QseA répondrait a un systeme a deux composants inconnu a ce jour. Lorsque le systéeme a
deux composants capte le signal Al-3, le régulateur QseA active I’expression du LEE via Ler

(Sperandio et al., 2002). Cette activation de 1’expression de ler s’effectue par fixation de QseA
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sur les deux régions promotrices de ler décrites, P1 et P2 respectivement promoteur distal et
proximal (Kendall et al., 2010; Sharp & Sperandio, 2007 ). Plus récemment, un second
régulateur du Quorum sensing, QseD, a été décrit comme un répresseur de I’expression de ler.
Chez les EHEC 0O157:H7, la protéine QseD réprime I’expression de ler en se fixant sur un
régulateur de type Lys-R déja présent sur le promoteur de ler. Le régulateur sur lequel se fixe
QseD n’a pas été identifié, mais ce n’est ni QseA, ni LrhA (Habdas et al., 2010).

Enfin, les E. coli possede une protéine de la famille LuxR, SdiA, impliquée dans le quorum
sensing. Les E. coli ne possédent pas de génes codant pour I’auto-inducteur correspondant (acyl-
homoserine-lactone), mais sont capables de répondre au signal produit par d’autres espéces.
Chez les EHEC O157:H7, la surexpression de sdiA réprime 1’expression des génes du LEE
(Kanamaru et al., 2000). Cependant, la délétion de sdiA chez la souche EHEC 86-24 n’augmente
pas significativement 1I’expression des différents génes du LEE (Sharma et al., 2010).

Lorsque les EHEC arrivent dans 1’intestin, ils sont présents en faible quantité. Cependant, les
Als sont produits par le microbiote intestinal, et les neurones afférents au tube digestif produisent
également des homologues d’Al. Cela a pour conséquence une activation de 1’expression des

geénes du LEE, suivie de I’adhésion des EHEC (Figure 12).
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Figure 12 : Activation de I’expression du LEE dans P’intestin par les Als sécrétés par le microbiote
intestinal et les neurones afférents au tube digestif.
Régulation par Hfq

Hfq est une protéine chaperon présente chez de nombreuses espéces bactériennes. Elle agit

sur la stabilité des petits ARN non codants et des ARNm. Hfq réprime la traduction des protéines
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codées par le LEE chez les EHEC O157:H7. En phase exponentielle de croissance, Hfg réprime
la synthése de GrlA et GrlR, ce qui conduit a la répression de 1’expression de ler, et donc de
I’expression des autres opérons du LEE (Hansen & Kaper, 2009). En phase stationnaire, il
semble que la répression de la synthese des protéines codees par le LEE par Hfq soit
indépendante de GrlA et GrIR. Hfq agit alors directement sur la stabilité des ARNm de ler, du
LEE4 et du LEES (Hansen & Kaper, 2009; Shakhnovich et al., 2009 ).
Régulation par GadE et YhiF

GadE est le régulateur principal de la résistance a 1’acidité chez les EHEC O157:H7. Comme
GadE, YhiF est codée par I’AFI, mais son role dans la résistance a 1’acidité est encore inconnu.
Sa séquence protéique présente 23% d’identité avec celle de GadE (Tatsuno et al., 2003) et
posséde en C-terminal un motif « helix-turn-helix » impliqué dans la fixation a ’ADN, ce qui
suggeére une activité de régulateur transcriptionnel. Chez les EHEC 0157:H7, GadE et YhiF
inhibent 1’adhésion aux cellules épithéliales intestinales Caco-2 (Tatsuno et al., 2003). Cette
inhibition est due a la répression par GadE et YhiF de la synthése des protéines codées par le
LEE (Tree et al., 2011). In vitro, GadE se fixe sur les promoteurs des LEE1, LEE2 et LEES.
L’interaction entre GadE et les promoteurs des LEE4 et LEES n’a pas été ¢tudiée, et aucune
étude in vivo n’a été effectuée. La cascade de régulation du LEE par GadE et YhiF n’a pas été
déterminée mais les résultats montrent que ces deux protéines répriment I’expression des genes
du LEE par la méme voie de régulation (Tree et al., 2011). Le r6le de Ler dans la répression du
LEE par GadE et YhiF est controversé. En effet, alors qu’un groupe avait montré que GadE et
YhiF réprimaient directement I’expression du LEE4 et du LEES indépendamment de Ler
(Tatsuno et al., 2003), les résultats obtenus par un deuxieme groupe suggéraient que Ler était
impliqué dans la cascade de régulation du LEE par GadE et YhiF (Kailasan Vanaja et al., 2009).
Une étude plus récente a montré que GadE et YhiF réprimaient 1égérement 1’expression de ler
alors qu’ils réprimaient fortement I’expression du LEE2 et du LEE3. De plus, il a été montré in
vitro que GadE se fixe avec plus d’affinité au promoteur du LEE1 qu’a la région promotrice du
LEE2/3 (Tree et al., 2011). Ces résultats suggeérent que GadE et YhiF répriment directement le
LEE2/3 indépendamment de Ler. Cependant, les mécanismes de régulation du LEE par GadE et
YhiF ne sont pas caractérisés.
Les autres régulateurs de I’expression du LEE

Le LEE est un ilot de pathogénicité dont 1’expression est régulée par les nombreuses

molécules citées ci-dessus, mais également par d’autres molécules. Parmi elles, on retrouve
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notamment les protéines EtrA et EivF, non codées par le LEE, qui répriment 1’expression de
I’opéron griRA et par conséquent celle du LEE (Zhang et al., 2004). Les protéines PsrA et PsrB
sont également des répresseurs de 1’expression du LEE car elles activent I’expression de gadE
(Tree et al., 2011). La protéine IHF active I’expression de ler (Friedberg et al., 1999) alors que
HhA la réprime en se fixant directement sur I’ADN ou en dimérisant avec HN-S (Sharma &
Zuerner, 2004). La protéine ToxB est également un inducteur de 1’adhésion des EHEC en
favorisant la production et/ou la sécrétion des protéines du SSTT (Tatsuno et al., 2001). Une
¢tude récente a montré que la protéine RgdR, codée par I’OI-51 est un activateur de 1’expression
du LEE (Flockhart et al., 2012). Le petit ARN non codant DsrA active également 1’expression de
ler. Cette activation requiert le facteur c° (Laaberki et al., 2006).
Conclusions sur la régulation de ’expression des genes du LEE

La complexité des régulations exercées sur I’expression des différents génes du LEE
montrent que 1’expression et la mise en place du SSTT répond a différents facteurs
environnementaux tels la température, le pH, les molécules rencontrées dans le c6lon, etc. Ceci
assure I’adhésion des EHEC dans le bon compartiment chez I’héte et au bon moment pour

favoriser I’implantation et la pathogénicité des EHEC.

2.3.La production de Shiga toxines

Un des facteurs de virulence principaux des EHEC est la production de Stx. En effet, ce sont
elles qui sont responsables des symptdmes hémorragiques, du SHU et du PTT. Les Stx ne faisant
pas I’objet de ce travail de thése, nous décrirons succinctement leur synthése ainsi que leur mode
d’action. Il existe deux types de Stx : Stx1 et Stx2. Ces toxines présentent des homologies de
séquence avec la toxine de type | de Shigella disenteriae (O'Brien et al., 1983 ; Strockbine et al.,
1988). Les études épidémiologiques indiquent que les souches produisant uniquement Stx2 sont
plus virulentes que les souches produisant uniquement Stx1 ou Stx2 et Stx1.

Les Stx sont des toxines de type A-B, constituées d’une sous-unité A (active) de 33 kDa qui
porte I’activité catalytique, et de 5 sous-unités B (Binding) de 7,7 kDa qui permettent la fixation
de la Stx sur son récepteur Gb3 (globotriosyl céramide 3) (O'Brien & Holmes, 1987).

Les EHEC produisent les Stx dans I’intestin. Celles-ci traversent la barriére épithéliale
intestinale, puis stimulent les cellules du systeme immunitaire, favorisant ainsi la production de
cytokines pro-inflammatoires et la synthése du récepteur des Stx, Gb3, par les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins. La fixation des Stx sur leur récepteur induit 1’arrét de la
synthése protéique par N-glycosylation de I’ARNr 28S de la sous-unité 60S du ribosome (Figure
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13). Ceci provoque une thrombose au niveau des capillaires sanguins de I’intestin, causant une

colite hémorragique, du cerveau, causant le PTT, et du rein, causant le SHU, ces organes étant

o

particulierement riches en récepteurs Gb3 (Figure 13).
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Figure 13 : Mécanisme d’entrée de la Stx dans le systeme sanguin. Les Stx pénétrent dans I’hdte a
partir de la lumiere intestinale, lieu de colonisation des EHEC, a travers les cellules épithéliales,
vraisemblablement par la voie paracellulaire. Les Stx agissent directement sur les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins, avant de rejoindre la circulation systémique. Par la suite, les
Stx se fixent sur leurs récepteurs au niveau intestinal, rénal et cérébral. Les Stx sont internalisées
dans la cellule hote et conduisent a I’inhibition de la synthése protéique puis a I’apoptose de la
cellule.

Chez les EHEC 0157:H7, les genes codant pour Stx2 sont portés par un prophage de type
Lambda et exprimés sous le contr6le du promoteur tardif du phage (O'Brien et al., 1984 ;
Scotland et al., 1983). Lorsque la cellule bactérienne est soumise a un stress qui occasionne des
dommages a I’ADN, la réponse SOS est activée et induit la phase lytique du phage Stx2.

Le régulateur majeur de la réponse SOS est RecA, protéine présente de fagon constante dans
la cellule. RecA se fixe sur ’ADN endommagé simple brin et acquiert alors une activité co-

protéase qui permet I’auto-clivage du répresseur LexA, ce qui conduit a I’expression des génes
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de réparation de I’ADN jusqu’alors réprimés par LexA. RecA induit également 1’auto-clivage du
répresseur cl du phage Lambda, ce qui conduit a I’expression des génes phagiques et en
particulier des genes stx2, et a la synthese des protéines correspondantes par la machinerie
bactérienne. Une protéine phagique lyse la cellule bactérienne, les nouvelles particules phagiques
sont ainsi libérées dans le milieu ainsi que les molécules Stx2 (Figure 13). Bien que les génes
stx1 soient également portés par un prophage de type Lambda, I’expression des genes Stx1 n’est
pas affectée par le systeme SOS, suggérant que les génes stx1 sont portés par un prophage

défectif ou soumis a une régulation différente (Fuchs et al., 1999 ; Ritchie et al., 2003).
3. Le monoxyde d’azote

3.1.Généralités

Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule radicalaire labile, faisant partie de la famille
des dérivés réactifs de I’oxygene (DRO). 11 a été identifié en 1967 comme un produit biologique
intermédiaire a la dénitrification chez I’espéce bactérienne marine Pseudomonas
perfectomarinus (Barbaree & Payne, 1967). Le NO est composé d’un atome d’oxygeéne et d’un
atome d’azote liés de fagon covalente. Il posséde un électron célibataire qui lui confére son état
radicalaire et favorise une forte reactivité sur des composes organiques et inorganiques. Le
potentiel d’oxydoréduction du milieu environnant détermine 1’oxydation du NO en cation
nitrosium (NO™) ou sa réduction en anion nitrosyl (NO"). Contrairement a la plupart des radicaux
libres, le NO ne se dimérise et ne se dismute pas, mais il est capable de partager son électron
celibataire avec de nombreuses molécules. Par exemple, le NO est capable de réagir avec
d’autres radicaux libres comme 1’oxygéne et 1’anion superoxide présents dans le
microenvironnement. De cette fagon, des especes réactives de 1’azote secondaires sont formées
comme le trioxyde d’azote (N,O3) ou encore le peroxynitrite (ONOO) (Reiter, 2006). D’autre
part, le NO peut interagir directement avec des molécules contenant du fer comme 1’héme, les
noyaux fer-soufre ainsi que les cofacteurs de type métaux. C’est un effecteur allostérique qui
induit généralement une inactivité de la protéine sur laquelle il se fixe (Fang, 2004). Toutes ces
réactions chimiques conférent au NO de nombreuses propriétés biochimiques, I’impliquant dans
de nombreuses fonctions biologiques (Cooper, 1999) (Figure 14). La forte réactivité du NO
avec le fer et les composés oxygenés implique que sa disponibilité dans les tissus riches en heme
ou oxygene est bréeve comme dans les vaisseaux sanguins par exemple. Généralement, son action

est exercée sur les cellules avoisinant celles qui le produisent au moment de sa synthese (Ignarro
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et al., 1993). Le NO est liposoluble, ce qui lui permet de diffuser facilement a travers les

membranes cellulaires (Subczynski et al., 1996).
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Figure 14 : Principales propriétés chimiques et biochimiques du NO, ainsi que les principales

fonctions physiologiques touchées.

Le NO est produit par de nombreuses espéces bactériennes, les plantes et les animaux de

différentes facons. Il peut étre synthétisé par des voies non spécifiques qui produisent du NO par

la dégradation ou la synthése d’autres composés, comme par exemple la conversion des nitrites

par les nitrates réductases lorsque les nitrates sont présents en faible concentration (Yamasaki &

Sakihama, 2000). Le NO peut étre également produit par des enzymes dédiées a sa synthése

comme les NO Synthases (NOS). Ces enzymes ne sont pas présentes chez toutes les especes. En

effet, on les retrouve majoritairement chez les animaux, mais il existe des bactéries et des Archae

qui possedent des genes codant pour des protéines possedant des homologies avec un domaine

des NOS retrouvées chez les animaux (Raman et al., 2000).
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3.2.Synthese du NO par les cellules eucaryotes

Chez les animaux, la production de NO se fait notamment par I’activité des NOS. Les NOS
produisent le NO a partir de L-arginine en deux étapes: une premiére étape dite de
monooxydation du substrat L-arginine en L-hydroxy-arginine, et une deuxieme étape qui ne
nécessite qu’un électron célibataire pour la réaction chimique mais ou I’activation par I’oxygene
est importante. Le L-citrulline est alors produit ainsi qu’une molécule de NO (Griffith & Stuehr,
1995) (Figure 15).

HOOC NH, o, H,0 HOOC NH, H,0 HOOC NH,
NAPDH NAPD* % NAPDH % NAPD* N
T % T
C3H CsH CgH
‘3 6 ‘3 6 NO + ‘3 6
iy Ty g
cr Felll  (FeO)s* o + c
a\ e (FeO)3 N Felll  (FeO,) A
H,N  NH, Hl‘\l NH, O NH,
HO
L-arginine L-hydroxy-arginine L-citrulline

Figure 15 : Synthese enzymatique de NO. Les NOS synthétisent le NO a partir de L-arginine en
deux étapes en consommant du NAPDH et de I’O.,.

Chez les mammiferes, il existe trois isoformes de NOS : la NOS endothéliale (eNOS), la
NOS neuronale (NNOS) et la NOS inductible (iNOS). Généralement, eNOS et nNOS sont
exprimées constitutivement, alors que 1’expression de iNOS est induite par les cytokines pro-
inflammatoires ainsi que par certains peptides bactériens (Suchner et al., 2000). La eNOS et la
nNOS sont calmoduline dépendantes et produisent de faibles quantités de NO de 1’ordre du
pmole/min/mg de protéine sur des périodes breves. La eNOS est produite par les cellules des
vaisseaux sanguins alors que la nNOS est produite par les cellules du systeme nerveux central,
par les cellules des muscles squelettiques ainsi que par le muscle cardiaque. La iNOS, quant a
elle, est produite par de nombreux types cellulaires comme par exemple les macrophages, les
cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les hépatocytes ou encore les astrocytes. La
synthese de la iNOS, induite notamment lors d’une infection bactérienne, permet la production
de plus grosses quantités de NO, de I’ordre du pmole/min/mg de protéine pendant de plus

longues périodes que la eNOS et la nNOS.

3.2.1. Régulation de I’expression de la iNOS
Le niveau d’expression de la iNOS dépend de plusieurs facteurs, notamment du stimulus

utilisé, du type de cellule, ou encore de 1’origine animale des cellules activées. NF-kB (pour
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Nuclear Factor kappa B) est un facteur de transcription important dans la réponse immune,
présent constitutivement dans la cellule, mais li¢ a I’inhibiteur [-kB lorsque la cellule n’est pas
activée, ce qui le séquestre dans le cytoplasme et I’empéche d’activer ’expression des genes.
NF-kB est une protéine composée de deux sous-unités. Ces sous-unités different en fonction des
cibles transcriptionnelles. Lors d’une infection, les cellules sont activées par la fixation de
différents types de particules (microbiennes, cytokines, ADN endommageé, molécules toxiques)
(May & Ghosh, 1997). Cette activation induit une cascade de phosphorylation qui engendre la
dégradation de I-xB. Cette dégradation permet a NF-kB d’étre libéré et activé. Il se dirige alors
dans le noyau de la cellule pour activer I’expression des genes cibles. Dans un modele murin,
I’inhibition de la voie NF-kB empéche 1’expression du géne nos-2, suggérant que ce facteur de
transcription est un élément essentiel pour la transcription du géne codant pour la iNOS (Ganster
et al., 2001; Xie et al., 1993).

La voie IFN-y/JAK-2/STAT-1 peut également activer I’expression du géne nos-2 chez les
rongeurs et chez I’ Homme (Singh et al., 1996 ; Stempelj et al., 2007) (Figure 16). Lorsqu’il y a
inflammation, 1’activation des cellules entraine la production de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires, comme par exemple I’I[FN-y. Les cytokines sont libérées dans 1’environnement
extracellulaire et se fixent sur des récepteurs spécifiques. Cette fixation entraine une activation
de la voie JAK-2/STAT-1. STAT-1, phosphorylée par JAK-2, dimérise et le complexe se dirige
alors dans le noyau et active la transcription de nos-2 en se fixant directement sur le promoteur

de ce dernier via les sites spécifiques de fixation de STAT-1 (Gao et al., 1997).

Inflammation

Récepteur
cytokines

ARNM iNO§/\/\/>\/\"/\/

/
INOS

L-arginine NO Ge\\\)\e ©

Figure 16 : Modulation de la production de NO durant I’inflammation.
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L’expression de la iNOS est ¢galement régulée post-transcriptionnellement. En effet, la
INOS est fonctionnelle sous forme homodimérique, et la formation du dimere dépend des co-
facteurs NAPDH, FAD, FMN et BH, (Kolodziejski et al., 2003).

3.2.2. Modulation de la production de NO par la L-arginine

Les NOS produisent le NO & partir de L-arginine. Cependant, la L-arginine est un substrat
qui peut étre métabolisé par différentes enzymes en fonction des besoins de la cellule. En effet,
la L-arginine est le substrat de la iINOS pour la synthése de L-citrulline et NO, mais elle est aussi
le substrat de I’arginase dont il existe deux isoformes qui hydrolysent la L-arginine en urée et
ornithine (Figure 17). L’arginase I est une enzyme cytosolique colocalisée avec 1’ornithine
décarboxylase (ODC). L’ODC dégrade 1’ornithine produite par 1’activité de I’arginase I en
polyamines essentielles pour la prolifération et la différenciation cellulaire. L’arginase II quant a
elle colocalise avec 1’ornithine aminotransférase (OAT) au niveau mitochondrial. L’OAT
hydrolyse D’ornithine produite par 1’activit¢ de D’arginase II en proline et glutamate,
indispensables a la synthese du collagéne du tissu conjonctif (Li et al., 2001; Wu & Morris,
1998 ). Lorsque I’arginase et la iNOS sont exprimées ensemble dans des cellules activées, la L-
arginine en concentration physiologique est métabolisée principalement par ’arginase. Ainsi,

bien qu’exprimant la iNOS, les cellules ne produisent pas de NO (Gobert et al., 2000).

L-Arginine Milieu
l extracellulaire
CAT
Cytoplasme
Urée
L-Ornithine L-Arginine NOSs NO°
Arginase | g :
oDC l Urulline

Polyamines

L-Arginine

/ Arginase 1l
Urée

L-Ornithine

/ OAT
Glutamate
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Mitochondrie

Figure 17 : Métabolisme cellulaire de I’arginine. CAT : cationic amino-acid transporter ; ODC :
ornithine décarboxylase ; OAT : ornithine aminotransférase ; NO° : monoxyde d’azote ; NOSs :
Nitric oxyde synthases (D’aprés (Li et al., 2001)).
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D’autre part, les polyamines synthétisées par I’ODC a partir de ’ornithine produite par

I’arginase I inhibent la traduction des ARNm de la iNOS (Bussiere et al., 2005).

3.3.Principales fonctions physiologiques du NO

La premiere description du role du NO I’a été dans le systeme cardio-vasculaire. Le NO
produit par les cellules endothéliales diffuse a travers les membranes et pénétre dans les cellules
musculaires lisses ou il active la guanylate cyclase. L’augmentation de la concentration
intracellulaire en GMPc qui en résulte induit un relachement des fibres musculaires, provoquant
une vasodilatation. L’ensemble des travaux démontrant le réle du NO dans le systéme cardio-
vasculaire a permis a Robert Furchgott, Louis Ignarro et Ferris Murad d’obtenir le prix Nobel de
Médecine en 1998.

Cette découverte a été a I’origine de nombreuses avancées thérapeutiques, notamment en ce
qui concerne les maladies cardio-vasculaires et respiratoires (Cannon, 1998). Le NO a alors été
le premier gaz a usage thérapeutique contre notamment 1’hypertension artérielle, le syndrome de
détresse respiratoire aigle, la bronchopneumonie chronique obstructive ou encore le syndrome
d’hypertension artérielle pulmonaire du nouveau-ne.

La voie métabolique NO/GMPc joue également un role important dans 1’érection. En effet, le
GMPc est important pour le maintien de la pression intra-caverneuse du pénis. Le GMPc est
synthétisé par les guanylyl cyclases qui sont entre autre activées par le NO. Il est dégradé par les
phosphodiestérases. Ainsi, un effet NO-mimétique est réalisé en administrant des molécules
inhibitrices de la dégradation du GMPc, notamment avec le Sildenafil (Viagra) qui favorise
I’érection en empéchant la dégradation du GMPc (Glossmann et al., 1999).

Enfin, le NO est un agent clé de la réponse immune innée. Lors d’une infection bactérienne
par exemple, les LPS bactériens activent la production de cytokines et d’interférons par le
systéeme immunitaire, qui induisent alors la production de NO par différents types cellulaires. En
présence de I’anion superoxide, le NO réagit avec ce dernier produisant ainsi du peroxynitrite.
Le peroxynitrite est un composé au fort pouvoir oxydant, a I’origine de modifications de
protéines, de lipides et des acides nucléiques bactériens. D’autre part, le NO réagit avec les
centres fers de certaines protéines nécessaires a la survie bactérienne, engendrant ainsi la mort de
la bactérie (Nathan & Shiloh, 2000).

3.4.La réponse bactérienne au NO

L’activité antibactérienne du NO est due a son activité anti-proliférative et cytotoxique sur

certains agents pathogénes. Cependant, en concentrations physiologiques le NO n’affecte pas la
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survie des bactéries Escherichia coli (Brunelli et al., 1995) ni de Citrobacter rodentium
(Vallance et al., 2002). Cette survie des bactéries observée en présence de NO peut s’expliquer
par ’acquisition de mécanismes de détection et de résistance au NO.
3.4.1. Les systémes de détoxification du NO
Les E. coli ont développé des systemes de détoxification du NO. Certains systéemes utilisent
des NO réductases (NORs) qui réduisent le NO en N,O. D’autres expriment également des NO
dioxygénases (NODs) qui utilisent O, pour convertir le NO en nitrate. Les E .coli utilisent les

deux types d’enzymes pour la détoxification du NO.

Nrf: Nitrite réductase

NorVW Nap: Nitrate réductase
N,O
Hmp . i
Hmp: Flavohaemoglobine
+ 0, NorVW: Flavorubédoxine

Figure 18 : Systéeme de détoxification du NO chez les Escherichia coli.

Trois systemes principaux de detoxification du NO chez les E. coli ont été identifiés: la
cytochrome c nitrite réductase (NrfA), la flavohémoglobine (Hmp) et la flavorubrédoxine codée
par le géne norV. Ces enzymes utilisent le NO ou ses dérivés comme substrat et produisent des

molécules non toxiques pour les bactéries.

La cytochrome c nitrite réductase

La cytochrome c nitrite réductase est codée par le géne nrfA. NrfA est une nitrite réductase
périplasmique qui joue un réle important dans la détoxification du NO chez E. coli,
principalement en conditions anaérobies (Poock et al., 2002). In vitro NrfA ou ses homologues
sont capables de réduire les nitrites en ion ammonium et de produire des intermédiaires qui
permettent la détoxification du NO ou de I’hydroxylamine (Einsle et al., 2002). L’expression de

nrfA est réprimée par NsrR principalement (Filenko et al., 2007).

La flavohémoglobine
La flavohémoglobine est codée par le géne hmp. Il est induit par le NO et les agents
nitrosants via le régulateur clé NsrR (Bodenmiller & Spiro, 2006), et serait principalement
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responsable de la détoxification du NO en présence d’oxygene. En effet, en présence d’oxygene,
I’affinité de Hmp pour le NO est beaucoup plus importante qu’en son absence, 1’oxygéne étant
utilisé pour la réaction de détoxification du NO en nitrate (Hausladen et al., 2001). NsrR réprime
I’expression du géne hmp en absence de NO en se fixant directement sur le promoteur de hmp
(Partridge et al., 2009).

La flavorubrédoxine

La flavorubrédoxine (FIRd) est une réductase qui contribue a la détoxification du NO en
anaérobiose. Elle est codée par le gene norV, dont I’expression est activée par NorR. En présence
de NO, la protéine FIRd est produite. Son association avec 1’oxidoréductase NorW permet la

détoxification du NO en N,O ou NO'.

3.4.2. Les protéines régulatrices de la dénitrification du NO

Il existe deux types de protéines impliquées dans la détoxification du NO chez les bactéries :
1) les protéines dont le principal réle n’est pas de capter le NO mais qui possedent des résidus qui
peuvent étre nitrosylés ; ii) les protéines dédiées a la réponse au NO, qui captent le NO et
régulent en conséquence la synthese de protéines impliquées dans la détoxification du NO.

Parmi les protéines appartenant a la premiere classe, on retrouve le régulateur des fumarate et
nitrate réductases Fnr (Fumarate nitrate réduction), un régulateur global qui contient un cluster
de type fer-sulfure [4Fe-4S]. Le role majeur de Fnr est de capter I’oxygene et de réguler
I’expression des geénes impliqués dans I’anaérobiose en fonction de I’oxygene disponible (Crack
et al., 2004). Cependant, il a ét¢ montré que Fnr est capable de capter le NO et d’induire sa
détoxification chez différentes espéces bactériennes comme Escherichia coli (Crack et al., 2008 ;
Cruz-Ramos et al., 2002), Salmonella Typhimurium (Gilberthorpe & Poole, 2008), Azotobacter
vinelandii (Wu et al., 2000) et Paracoccus denitrificans (Hutchings et al., 2002). De la méme
facon, SoxR et IscR sont deux protéines dont le rdle principal est de réguler I’expression de
certains génes impliqués dans la réponse au stress oxydatif. Cependant, elles possedent des
clusters fer-sulfure [2Fe-2S] qui permettent la fixation du NO. Une fois le NO fixé, SoxR et IscR
favorisent sa détoxification (Hyduke et al., 2007 ; Jones-Carson et al., 2008; Pullan et al., 2007 ).
I est cependant important de noter que bien que ces protéines aient la capacité d’étre activées
par un donneur de NO exogene ajouté dans le milieu de culture in vitro, leur activation par des

concentrations physiologiques de NO n’a pas été démontrée.
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Parmi la deuxiéme classe de protéines, on retrouve les régulateurs NorR, NsrR, et Nnr
(Nitrate reductase regulator). Le r6le de NorR et NsrR sera expliqué plus en détail dans le
paragraphe suivant. Nnr est retrouvé principalement chez les bactéries dénitrificatrices du sol.
C’est un facteur de transcription de la superfamille des Fnr-Crp, qui active 1’expression de geénes
codant pour des nitrites réductase et NO réductase en réponse au NO (Hutchings et al., 2000).

Chez E. coli, les senseurs de NO sont NorR et NsrR.

NorR

NorR (pour NO-responsive regulator) est une protéine codée par norR. C’est un senseur de
NO dépendant de o> (RpoN). Il est connu pour étre un activateur de I’expression des génes
cibles en présence de NO et fait partie de la famille protéique « enhancer binding protein ».
NorR posseéde 3 domaines : i) un domaine C-terminal qui permet la fixation de la protéine a
I’ADN, ii) un domaine central qui posséde une activité ATPase et permet I’interaction avec 6",
et iii) une région N-terminale qui possede un domaine GAF permettant la détection du NO. La
fixation du NO sur NorR s’effectue sur la molécule Fe?* du résidu aspartate en position 99
(D'Autreaux et al., 2005).

En absence de NO, NorR est sous forme inactive. Il est 1i¢ a I’ADN par le domaine C-
terminal sous forme de trimére (Justino et al., 2005) mais les domaines N-terminal et central sont
associés sous forme de complexe protéique. NorR se lie a ’ADN via les sites de fixation
spécifiques qui consistent en 3 motifs GT-(N);-AC (Tucker et al., 2004). Les 3 sites de fixation
sont requis pour la formation de 1’oligomére NorR-ADN et doivent étre occupés pour
’activation de I’expression des génes cibles (Tucker et al., 2010a).

La liaison d’une unique molécule de NO sur le Fe** de la région N-terminale permet le
changement de la conformation allostérique de la protéine. L’activité ATPase du domaine central
est alors activée et permet 1’interaction de NorR avec I’ARN polymérase contenant c>* ainsi que
le changement de la conformation de ce dernier (Bush et al.,, 2010). L’ARN polymérase
contenant > peut alors se fixer sur ses promoteurs cibles afin d’activer leur expression. Chez la
souche E. coli K-12 MG1655, 1’étude de la délétion du géne norR a montré que seul 1’opéron
norvW est activé par NorR (Pullan et al., 2007). L’opéron norVW code pour la flavorubédoxine.
NorR réprime 1’expression du géne nrfA codant pour la cytochrome c nitrite réductase (Pullan et
al., 2007). Ce résultat est surprenant puisque la cytochrome c nitrite reductase est impliquée dans
la détoxification du NO, tout comme la flavorubédoxine, on s’attendrait par conséquent a une

régulation identique de norVW et nrfA.
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L’exposition des E. coli au NO ne modifie pas I’expression de norR mais ’activité de la
protéine (Gardner et al., 2003). Le résidu Fe** de NorR peut étre oxydé par le péroxyde
d’hydrogéne ou du dioxygene. Cette oxydation empéche la fixation du NO et par conséquent
I’activation des génes cibles par NorR (Baptista et al., 2012).

NsrR

NsrR (pour NO;-responsive repressor) a été identifié chez 1’espéce bactérienne
Nitrosomonas europaea (Beaumont et al., 2004). Par la suite’, le gene yjeB d’E. coli a été
identifié par Bodenmiller et Spiro comme étant un homologue a nsrR (Bodenmiller & Spiro), on
utilise donc désormais la terminologie NsrR pour ce senseur. On le retrouve chez de nombreuses
especes bactériennes. Sous sa forme non nitrosylée, NsrR est actif et agit généralement comme
répresseur de la transcription des geénes cibles. NsrR se lie a I’ADN sur des motifs spécifiques a
NsrR (Figure 19) (Partridge et al., 2009; Rodionov et al., 2005 ). Le site consensus de fixation de
NsrR est composé de deux séquences palindromiques de 11pb séparées par n’importe quelle
base. La liaison a I’ADN s’effectue par un motif hélice-tour-hélice (HTH) situé dans la région N-
terminale de NsrR. NsrR agit en dimere ou chaque monomere serait fixé sur une séquence de
11pb (Tucker et al., 2008).
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Figure 19 : Séquence consensus de fixation de NsrR. La séquence consensus de fixation de NsrR a
été déterminée par I’alignement des régions promotrices des cibles connues de NsrR chez 17
bactéries (Tucker et al., 2010b).

Concernant les génes dont l’expression est réprimée par NsrR, le site consensus est
généralement situé 10 nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription, c'est-a-dire
dans la séquence du promoteur. Lorsque NsrR est fixé, I’ARN polymérase ne peut pas se lier a
I’ADN et transcrire les génes. En absence de NsrR, ’ARN polymérase peut se fixer sur le
promoteur et les génes sont alors exprimés. D’autre part, bien qu’étant généralement un
répresseur, NsrR est également capable d’activer 1I’expression de certains genes cibles (Filenko et
al., 2007), probablement en se fixant sur des sequences alternatives du site consensus, tout
comme son homologue IscR. Certains génes cibles ne possédent qu’une moiti¢ de la séquence

consensus (11pb) (Partridge et al., 2009). Il est proposé qu’un monomere se fixerait
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spécifiquement sur cette moiti¢é de séquence consensus alors que 1’autre monomere se fixerait
non-spécifiquement a I’ADN pour former le contact avec le premier monomere (Tucker et al.,
2010b). Une telle fixation non-spécifique a déja été observée pour d’autres régulateurs tels que
Crp, Arc et Gen (Brown & Sauer, 1993 ; Hollenbeck & Oakley, 2000 ; Pyles et al., 1998).
D’autres genes cibles possedent plusieurs séquences consensus complétes, ce qui suggere qu’il
existe un effet dose de la répression de la transcription des génes par NsrR. Lorsque du NO
pénetre dans la cellule bactérienne, ce dernier se fixe a NsrR par les centres [2Fe-2S] constitués
par les Cystéines en position 91, 96 et 102 et un autre acide aminé qui serait une Histidine
(Tucker et al., 2010b). Cette fixation du NO sur les centres fer-soufre de NsrR supprime la liaison
a I’ADN et permet la dé-répression des promoteurs et la transcription des genes cibles (Figure
20).
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Figure 20 : Modeéle de répression par NsrR. En absence de NO, NsrR est actif et est fixé sur les
régions promotrices des genes cibles pour réprimer leur expression. En présence de NO, le NO se
fixe sur les centres [2Fe-2S] de NsrR ce qui empéche sa fixation a PADN. La répression des génes
cibles est levée et ces derniers sont alors exprimés (D’aprés (Tucker et al., 2010b)).

Chez E. coli, NsrR régule I’expression de nombreux génes impliqués dans la détoxification
du NO, comme hmp, nrfA, hcp et ytfE par exemple (Filenko et al., 2007)(Tableau 4). Les géenes
hmp et nrfA codent respectivement pour une flavohémoglobine et la cytochrome c nitrite

réductase, deux enzymes impliquées directement dans la détoxification du NO. Le réle
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physiologique de la protéine codée par hcp dans la réponse au stress nitrosant n’est pas clair
(Almeida et al., 2006; Cabello et al., 2004 ; Wolfe et al., 2002 ). Enfin, le géne ytfE coderait
pour une protéine impliquée dans la réparation des clusters [Fe-S] endommagés par le NO

(Justino et al., 2007).

Liste des genes réprimés par NsrR

Liste des genes activés par NsrR

Génes Fonction de la protéine Opérons Genes Fonction de la protéine Opérons
her NADH oxydoréductase insB1 Inconnue
hcp-hcer
hcp NADH oxydoréductase insB2 Inconnue
yccM  Protéine membranaire avec [4Fe-4S] insB3 Inconnue
uspF  Protéine de liaison a I'ADN insB4 Inconnue
yeaR  Inconnue insB5 Inconnue
ccmG  Cytochrome ¢ ccMABCDEEGH insB6 Inconnue
ccmF  Cytochrome ¢ ykf Inconnue
napB  NOs- réductase mmuP Transporteur ABC
napH NOs- réductase napFDAGHBC yafE Méthyl transférase
napD  NOs- réductase yagA Cytochrome ¢
napF  NOs- réductase dadA Déhydrogénase
hmpA Flavohémoglobine ykgF Déhydrogénase
ygbA  Inconnue betB Bétaine aldéhyde déhydrogénase
nrfA  NO,- réductase cyoE Cytochrome bo oxydase
nrfB  NO,- réductase cyoC Cytochrome bo oxydase cyoABCDE
nrfC  NO,- réductase nrABCDEEGH cyoB Cytochrome bo oxydase
nrfD  NO,- réductase CyoA Cytochrome bo oxydase
nrfE  NO,- réductase ompF Porine membranaire
nrfF  NO,- réductase ydbC Oxydoréductase
Protéine impliquée dans la

ytfE réparation des centres fer-soufre ygeF Inconnue

yiiL Rhamnose mutarotase

yjbB Protéine en hélice a

yjiv Inconnue

Tableau 4 : Génes dont I’expression est régulée par NsrR chez E. coli souche MG1655. Les cibles

ont été identifiées grace a D’expression en multicopies de la région promotrice de ytfE, qui

monopolise les protéines NsrR disponibles dans la cellule, et non par mutation de nsrR (D’apreés

(Filenko et al., 2007)).



Revue de littérature

Des études transcriptomiques ont montré que 1’expression de genes impliqués dans de
nombreux processus est activée en présence de NO, comme la réparation et 1’assemblage des
clusters [Fe-S], I’homéostasie du fer, ainsi que les systémes de détoxification du NO dépendants

de NorR et NsrR.

3.4.3. Dialogue moléculaire spécifique héte-EHEC

Lors de la colonisation de I’intestin, les EHEC instaurent un dialogue moléculaire avec les
cellules épithéliales. Ce dialogue moléculaire permet a 1’hote de se protéger face aux EHEC, et
aux EHEC de prévenir la réponse de 1’hote.

Lors d’une infection a EHEC, du NO est produit par les cellules épithéliales en réponse a
I’infection par la voie JAK-2/STAT-1. Les EHEC ont établi des stratégies pour contrer cette
production de NO. D’une part ils inhibent la voie JAK-2/STAT-1 des entérocytes. Cette
inhibition est due a I’augmentation de la production de I’héme oxygénase HO-1 par les cellules
épithéliales. HO-1 empéche I’activation de STAT-1, qui ne peut plus alors activer 1’expression
de nos-2, malgre la présence de cytokines pro-inflammatoires. La iNOS n’est pas produite et par
conséquent les entérocytes infectés par des EHEC ne produisent pas de NO (Vareille et al.,
2008). Le facteur bactérien responsable de cette inhibition de la voie JAK-2/STAT-1 n’a pas été
identifié. D’autre part, les EHEC inhibent I’inflammation via la voie NF-xB. Le facteur NF-xB
est un dimére qui peut étre composé de différentes sous-unités en fonction des génes cibles.
Plusieurs études ont montré que certaines protéines bactériennes sécrétées dans la cellule
¢épithéliale par le SSTT lors de I’adhésion des EHEC, telles NIleH1, NleE et NleC, sont
impliquées dans I’inhibition de la réponse inflammatoire via NF-xB. NleH1 est une kinase qui se
fixe sur la sous-unité RPS3 de NF-kB. Cette fixation empéche la phosphorylation de RPS3,
nécessaire a sa translocation dans le noyau cellulaire et par conséquent a son activité activatrice
de I’expression des génes cibles (Gao et al., 2009 ; Wan et al., 2011). Les sous-unités p50 et p65
sont également importantes dans la réponse inflammatoire NF-xB. NleC est une protéase qui
possede un domaine « en doigt de zinc » spécifique des protéases. Ce domaine permet le clivage
de la sous-unité p65, qui empéche le complexe dimérique p50-p65 d’activer 1’expression des
géenes cibles (Yen et al., 2010). Le r6le de NIeE dans I’inhibition de la voiec NF-kB est
indépendant de la voie d’inhibition par NleC, cependant le mode d’action de NIeE n’a pas été
identifié.

Il a été montré au laboratoire que le NO inhibe la production d’un des facteurs de virulence

principaux des EHEC : la production de Stx. Le NO endogéne (produit par les cellules
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épithéliales) ou exogeéne (apporté par un donneur de NO dans le milieu), via NsrR favoriserait la
transcription de facteurs qui empécheraient I’activation de RecA ou diminueraient les dommages
a I’ADN qui activent la réponse SOS et la phase Iytique du phage stx (Figure 21) (Vareille et al.,
2007).

NO

Figure 21: Modé¢le d’inhibition de la production de Stx par le NO (Vareille, 2008). MC:
mitomycine C.

Donc le NO inhibe I’expression de stx2, et les EHEC inhibent la réponse immune innée
intestinale, y compris la production de NO. De 1I’issue de ce dialogue dépend en partie le devenir

de ’infection.

4. Le di-GMP cyclique

4.1.Généralités

Les seconds messagers bactériens sont de petites molécules diffusibles qui transduisent des
signaux environnementaux, permettant une adaptation physiologique des bactéries en réponse a
différents stimuli.

Les seconds messagers bactériens permettent aux bactéries une réponse peu codteuse en
énergie et trés rapide. En effet, la synthese et la dégradation de seconds messagers bactériens
mettent en jeu ’activité d’enzymes déja présentes dans la cellule, ce qui utilise moins d’énergie
que la synthese de novo de composés complexes qui nécessite la transcription et la traduction des

génes. D’autre part, la synthese et la degradation des seconds messagers bactériens sont
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beaucoup plus rapides que la synthése de protéines (Tuckerman et al., 2009). Les bactéries
peuvent ainsi s’adapter et répondre rapidement a différentes conditions environnementales.

Le di-guanosine monophosphate cyclique (di-GMPc) est une molécule cyclique composée de
deux guanosine monophosphate dont la structure est présentée Figure 22. 1l a été décrit pour la
premiére fois chez Gluconacetobacter xylinus comme étant un activateur allostérique de la

cellulose synthase (Ross et al., 1987).
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Figure 22 : Structure de la molécule di-guanosine monophosphate cyclique. A) structure 2D de la
molécule di-GMPc, B) représentation tri-dimensionnelle de la molécule.

Généralement, la régulation de mécanismes cellulaires bactériens par un second messager
met en jeu 4 composantes : les enzymes qui synthétisent et dégradent le second messager, une
molécule effectrice sur laquelle le second messager se fixe, et les cibles de la molécule effectrice.
C’est le cas par exemple pour I’adénosine mono phosphate cyclique (AMPc), qui est synthétisé
par une unique adénylate cyclase et dégradé par une phosphodiestérase spécifique. La fixation de
I’AMPc sur le facteur de transcription CRP permet un changement de conformation allostérique
de ce dernier qui peut alors réguler les génes cibles (Botsford & Harman, 1992). Concernant la
régulation de mécanismes cellulaires bactériens par le di-GMPc, le principe est le méme, avec
une multiplicité des acteurs importante impliquant que le réseau de régulation du di-GMPc est
plus complexe que celui de I’AMPc.

4.2.Le controle de la concentration intracellulaire en di-GMPc

4.2.1. Synthese et dégradation du di-GMPc

Le di-GMPc est synthétisé par les diguanylates cyclases (DGC) a partir de deux molécules de
GTP et est dégradé par les phosphodiestérases (PDE) en pGpG (Figure 23). Le pGpG est ensuite
dégradé en 2 molécules de GMP. Le di-GMPc¢ peut exercer un rétrocontrole négatif sur I’activité
des DGC.
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Figure 23: Métabolisme du di-GMPc. Le di-GMPc est synthétisé a partir de 2 GTP par les
diguanylates cyclases qui possedent un domaine GGDEF et dégradé en pGpG par les

phosphodiestérases qui possedent un domaine EAL. Le di-GMPc est capable d’exercer un
rétrocontréle négatif sur I’activité DGC.

Les DGC et PDE nécessitent la présence de cofacteurs pour étre actives. L’activité DGC
nécessite la présence de 1’ion Mg2+, et ’activité PDE nécessite la présence d’ion Mg2+ ou Mn*".
L’ion Ca®* est quant a lui un inhibiteur de Pactivité PDE (Hengge, 2009).

4.2.2. Structure des enzymes impliquées dans le métabolisme du di-GMPc
Domaine catalytique des DGC

Le domaine catalytique des DGC contient un motif GGDEF (Gly-Gly-Asp-Glu-Phe). Il a été
décrit pour la premicre fois pour la protéine PleD, qui controle la mobilit¢ de 1’espece
bactérienne Caulobacter crescentus (Hecht & Newton, 1995). Une DGC active est un dimere du
domaine GGDEF, avec un site actif (site A) situé a I’interface des deux domaines. Chaque
domaine peut ainsi fixer une molécule de GTP afin de les transformer en une molécule de di-
GMPc (Figure 24). Une mutation dans le sitt GGDEF empéche toute activité diguanylate
cyclase, excepté une mutation de I’acide aspartique en acide glutamique. On a alors un domaine
GGEEF. C’est le cas par exemple de la protéine WspR, une diguanylate cyclase de 1’espece
Pseudomonas fluorescens. Cette protéine posséde un domaine GGEEF fonctionnel capable de
synthétiser du di-GMPc in vivo (Malone et al., 2007). La plupart des DGC possédent également
un site RXXD capable de fixer le di-GMPc (site I). Ce site est séparé du site A par un site de
liaison composé de 5 acides aminés. Lorsque le di-GMPc se fixe au site I, ’enzyme perd son
activité diguanylate cyclase. Cela permet un rétrocontrole négatif de ’activité diguanylate
cyclase, empéchant ainsi que le systeme ne consomme trop de GTP et ne produise plus de di-
GMPc que nécessaire. Une mutation de ce site entraine un défaut de rétrocontréle du di-GMPc
sur ’activité diguanylate cyclase, conduisant a des phénotypes ectopiques, comme une mobilité

bactérienne réduite par exemple (Christen et al., 2006).

71



Revue de littérature

= "
di-GMPc
2 b, |
& b ™
A A [ 2 r 2
| ™
_— —> _— —_— —> =

1 2 -

I
Figure 24: Représentation schématique de I’activité diguanylate cyclase des protéines & domaine
GGDEF. Les diguanylates cyclases sont des diméres de domaines GGDEF, avec un site actif A et un
site d’inhibition I. (1) Fixation de 2 molécules de GTP aux sites actifs des domaines. (2) La fixation
des 2 GTP induit une activité enzymatique qui permet la synthése du di-GMPc. (3) Une fois
synthétisé, le di-GMPc peut se fixer au site d’inhibition de la protéine, empéchant une
surproduction de di-GMPc.

Le domaine GGDEF est trés conservé d’une DGC a I’autre au sein d’'une méme espece
bactérienne, ainsi qu’entre différentes espeéces bactériennes. Cette conservation implique que
I’on puisse généralement remplacer une DGC par une autre. C’est le cas par exemple de la DGC
HsmT de I’espéce Yersinia pestis codee par le gene hmsT. Fonctionnellement, il est possible de
complémenter un mutant hmsT de Yersinia pestis par le gene adrA de Salmonella enterica, qui
code pour une DGC orthologue de HmsT. Inversement, il est aussi possible de complémenter un
mutant adrA de Salmonella enterica par le géne hmsT de Yersinia pestis (Simm et al., 2005).
D’autre part, AdrA est une protéine orthologue de YaiC chez E. coli et est connue comme cette
derniere. Il est important de noter que les DGC ne sont pas capables de réagir avec d’autres
nucléotides que le di-GMPc.

Domaine catalytique des PDE

Le domaine catalytique des PDE contient un motif EAL (Glu-Ala-Leu) ou HD-GYP (His-
Asp—Gly-Tyr-Pro), trés conservés également d’une PDE a ’autre au sein d’une méme espéce
bactérienne mais ¢galement d’une espéce a une autre.

Le domaine catalytique EAL a été décrit pour la premiere fois pour la protéine BvgR,
répresseur de I’expression de génes impliqués dans la virulence de Bordetella pertusis (Merkel et
al., 1998). Une PDE active avec un domaine EAL est une enzyme monomérique qui dégrade le
di-GMPc en pGpG. Certaines especes bactériennes ne possedent pas de protéines a domaine

EAL, comme par exemple Thermotoga maritima (Galperin et al., 1999).
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Les PDE avec un domaine HD-GYP forment une sous-famille de la superfamille HD des
phosphohydrolases metallo-dépendantes. Elles n’ont pas d’homologie avec les PDE a domaine
EAL, et ne sont pas retrouvées chez toutes les espéces bactériennes (Galperin et al., 1999). Les
PDE a domaine HD-GYP sont a la fois capables de dégrader le di-GMPc en pGpG, mais
également le pGpG en deux molécules de GMP, contrairement aux PDE a domaine EAL. Le
domaine HD-GYP est retrouvé moins fréquemment que le domaine EAL (Tableau 5), et par
conséquent est moins étudié. Nous parlerons donc par la suite des PDE a domaine EAL.

Les protéines a domaines GGDEF et EAL

Les DGC et les PDE possédent respectivement un domaine GGDEF et un domaine EAL.
Cependant, il existe des protéines qui possédent a la fois un domaine GGDEF et un domaine
EAL. Geénéralement, ces protéines possédent soit une activité diguanylate cyclase, soit une
activité phosphodiestérase, car un seul des deux domaines est actif. Plusieurs études in vitro et in
vivo ont montré que le domaine inactif est capable de fixer le GTP (pour le domaine GGDEF) ou
le di-GMPc (pour le domaine EAL). Cette fixation permet ’activité enzymatique de l’autre
domaine conjugué. Chez I’espéce bactérienne Caulobacter crescentus, la phosphodiestérase
PdeA posséde un domaine GGDEF dégénéré (GEDEF) et un domaine EAL actif. Le GTP est
capable de se fixer mais ne sera pas converti en di-GMPc. Cette fixation entraine un changement
de la conformation allostérique de la protéine, favorisant 1’activit¢é phosphodiestérase du
domaine EAL associé (Christen et al., 2005).

Cependant, certaines protéines qui possedent un domaine GGDEF et un domaine EAL sont
capables d’avoir une activité diguanylate cyclase ainsi qu’une activité phosphodiestérase. C’est
le cas de la protéine MSDGC1 de Mycobacterium smegmatis, qui peut a la fois synthétiser et
dégrader le di-GMPc in vitro. Chaque domaine isolé n’a cependant aucune activité dans le
métabolisme du di-GMPc (Kumar & Chatterji, 2008). D’autres protéines qui possedent les deux
domaines GGDEF et EAL peuvent changer d’activit¢ en fonction des conditions
environnementales, comme le bactériophytochrome BphGl de [1’espéce Rhodobacter
sphaeroides. In vitro, cette protéine a une activité diguanylate cyclase dépendante de la lumiére,
alors que son activité phosphodiestérase est indépendante de la lumiere (Tarutina et al., 2006).
La protéine codée par le gene dgc-1 de I’espece Gluconacetobacter xylinus peut également

changer d’activité en fonction des conditions de croissance (Bae et al., 2004).
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Environnement protéique

Mis a part les domaines actifs tres conservés des DGC et des PDE, I’environnement en
acides aminés de ces motifs est également trés important pour la fonction catalytique. Le
remplacement du domaine catalytique inactif de la PDE YcgF chez la souche d’E. coli K-12
MC4100 par le domaine actif d’une autre PDE montre que la protéine hybride n’est toujours pas
active. Ceci indique qu’en plus du domaine EAL trés conservé, les acides aminés présents dans
I’environnement protéique sont importants pour la fonction catalytique de la PDE (Tschowri et
al., 2009).
Fréquence des DGC et PDE

Il existe chez la plupart des especes bactériennes plusieurs genes codant pour des protéines a
domaine GGDEF et/ou EAL. En général, les bactéries a Gram négatif possedent plus de
protéines a domaine GGDEF et/ou EAL que les bactéries & Gram positif. Par exemple, chez
Bacillus subtilis, bactérie a Gram positif, on retrouve 4 protéines a domaine GGDEF et 3
protéines a domaine EAL. En revanche, Vibrio vulnificus, bactérie a Gram négatif, posséde 66
protéines a domaine GGDEF et 33 protéines a domaine EAL. Chez la souche d’E. coli non
pathogene MG1655, on retrouve 19 protéines a domaine GGDEF et 17 protéines a domaine
EAL. Les protéines a domaine HD-GYP sont moins fréquentes que les protéines a domaine
EAL, et on n’en retrouve aucune chez les espéces bactériennes V. vulnificus, E. coli et Bacillus

subtilis par exemple (Tableau 5).

Espéce bactérienne Nombre de Nombre de Nombre de
domaines GGDEF domaines EAL domaines HD-GYP
Vibrio vulnificus 66 33 -
Escherichia coli K-12 19 17 -
Rickettsia prowazekii 1 1 -
Bacillus subtilis -
Mycobacterium 1 2 -
Synechocystis sp. 23 13 2
Borellia burgdorferi 1 1 1
Treponema pallidium 1 - 3
Aquifex aecolicus 11 6 1
Thermotoga maritima 9 - 9

Tableau 5 : Nombre des protéines a domaine GGDEF, EAL et HD-GYP chez différentes especes
bactériennes. (D’aprés (Galperin et al., 1999)).

La redondance des DGC et PDE est expliquée par la spécificité de chaque protéine. En effet,
I’activité de chaque enzyme impliquée dans la synthése et la dégradation du di-GMPc est
dépendante de la phase de croissance mais également de la localisation cellulaire (Paul et al.,
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2004). 11 est connu que la délétion d’un geéne codant pour une DGC ou une PDE peut modifier la
physiologie de la bactérie, mais pas forcément la concentration globale intracellulaire en di-
GMPc. Par exemple, chez E. coli K-12 souche BW25113, les protéines Yeal, YedQ et YfiN
inhibent la mobilité bactérienne mais la délétion de chacun des génes correspondant n’induit pas
de modification de la concentration intracellulaire en di-GMPc (Sanchez-Torres et al., 2011).
D’autre part, ’activité enzymatique des DGC et PDE n’est pas régulée de la méme facon d’une
protéine a 1’autre. En effet, les DGC et PDE posseédent des domaines N-terminaux tres différents
d’une protéine a une autre, ce qui suggere que de nombreux signaux environnementaux et
cellulaires sont capables de moduler le métabolisme du di-GMPc. 1l est important de noter qu’il
y a, chez la plupart des especes bactériennes, plus de protéines a domaine GGDEF que de
protéines a domaine EAL. Le di-GMPc étant une molécule peu stable, on peut émettre
I’hypothése qu’il est plus important pour les bactéries de le synthétiser pour maintenir une
concentration stable. En effet, lorsque les bactéries ne percoivent pas de signaux qui nécessitent
une diminution de la concentration en di-GMPc, ce dernier est probablement dégradé sans 1’aide
des PDE.

Aucun gene codant pour des protéines a domaine GGDEF et/ou EAL n’a été retrouvé chez
les Archae et les Eucaryotes, ce qui suggere que le di-GMPc est une molécule fabriquée
spécifiguement par les eubactéries (Galperin, 2004). Cependant, son implication dans des
mécanismes cellulaires eucaryotes a été rapportée. Par exemple, le di-GMPc est capable d’agir
comme un immunomodulateur en favorisant la production de monoxyde d’azote (NO) par les
cellules eucaryotes (Karaolis et al., 2007).

Les protéines a domaine GGDEF ou EAL dégénéré

Certaines protéines possédent des domaines GGDEF et/ou EAL mais n’ont aucune activité
dans le métabolisme du di-GMPc. Soit le domaine GGDEF et/ou EAL comporte un ou plusieurs
acides aminés dégénérés par rapport a la séquence consensus qui permet de métaboliser le di-
GMPc, soit certains acides aminés clés dans 1’environnement du domaine GGDEF et/ou EAL ne
sont pas conserves.

La plupart de ces protéines ont une autre activité biologique connue, et sont également
impliquées dans la transduction de signaux environnementaux. On peut citer I’exemple de la
protéine YcgF chez E. coli K-12 souche MC4100. YcgF posséde un domaine EAL incapable de
dégrader le di-GMPc (Tschowri et al., 2009). Cependant, YcgF posséde un autre domaine

protéique, BLUF, qui capte la lumiére bleue. En présence de lumiere bleue, la conformation
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allostérique de YcgF change et permet au domaine EAL de se fixer sur la protéine YcgE,
empéchant cette derniere de réguler I’expression de ses genes cibles (Suzuki et al., 2006).

En conclusion, la multiplicité des protéines impliquées dans le métabolisme du di-GMPc
montre que sa concentration doit étre régulée finement. La régulation de la concentration en di-
GMPc est contrdlée en amont, par la régulation de I’expression et/ou de 1’activité des DGC et
PDE.

4.2.3. Régulation de I’expression et/ou de I’activité des DGC et des PDE
La régulation du métabolisme du di-GMPc est un réseau complexe qui fait intervenir de

nombreux régulateurs a différents niveaux.

Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

Chez la plupart des espéces bactériennes, il existe plusieurs génes codant pour des DGC et/ou
PDE. Ces génes peuvent étre situés n’importe ou dans le génome bactérien. Certains genes
codant pour des DGC et PDE sont transcrits en opérons. Chaque couple de DGC/PDE transcrit
en opéron serait impliqué dans la régulation d’un méme mécanisme cellulaire (Tuckerman et al.,
2009), comme le couple d’enzymes de E. coli DosC et DosP. Les deux génes dosC et dosP
codent respectivement pour une DGC et une PDE impliquées dans la réponse a la concentration
en oxygene (Tuckerman et al., 2009).

Le premier niveau de régulation a lieu sur le taux de transcription des différents génes codant
pour les protéines a domaine GGDEF et/ou EAL. Un des régulateurs principaux de 1’expression
des genes impliqués dans le métabolisme du di-GMPc est 6° (RpoS). Ce dernier est un régulateur
important lors de la transition vers la phase stationnaire de croissance mais il répond également a
de nombreux facteurs de stress environnementaux (Hengge-Aronis, 2002). ¢° régule 1’expression
d’au moins 15 génes codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme du di-GMPc lors
de la transition vers la phase stationnaire (Sommerfeldt et al., 2009 ; Weber et al., 2006)
(Tableau 6).

Activés par ¢° Réprimés par ¢°
Geénes codant pour des yaiC, ydaM, ydeH
protéines a domaine GGDEF yddV, yedQ, yegE
Geénes codant pour des yciR, yddU, yjcC, yfeA, rtn, ycgF, yhjH
protéines a domaine EAL ylaB,
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Tableau 6 : Récapitulatif des génes impliqués dans le métabolisme du di-GMPc régulés lors de la
transition vers la phase stationnaire de croissance par ¢°. D’aprés les données de (Sommerfeldt et
al., 2009) et (Pesavento et al., 2008).

D’autres régulateurs plus spécifiques influencent la transcription des génes codant pour les
protéines & domaine GGDEF et/ou EAL. Par exemple, le facteur o spécifique des flagelles (c™)
active I’expression du geéne yhjH, codant pour une PDE fonctionnelle (Claret et al., 2007;
Pesavento et al., 2008 ). YhjH est une PDE qui dégrade le di-GMPc et favorise en conséquence
la mobilité¢ bactérienne par I’intermédiaire de la mise en place du flagelle. L’activation

FliA

transcriptionnelle de yhjH par le facteur ¢~ permet d’établir un équilibre avec ’activation de

Iexpression des geénes yegE et yedQ par le facteur ¢® en fonction des conditions

FIA et 6° ne répondent pas aux mémes signaux.

environnementales, puisque les facteurs o

Des différences d’expression de geénes codant pour des DGC et/ou PDE ont été décrites en
fonction de la température ou du milieu étudié. Cependant, le régulateur impliqué n’a pas été
identifié (Sommerfeldt et al., 2009).

Enfin, certaines protéines a domaine GGDEF et/ou EAL sont également régulatrices de
I’expression d’autres génes codant des protéines impliquées dans le métabolisme du di-GMPc.
C’est le cas de YdaM, protéine a domaine GGDEF, qui active 1’expression de yaiC codant
également pour une protéine a domaine GGDEF (Weber et al., 2006).

En plus de cette regulation transcriptionnelle, certains ARNm de génes codant des DGC ou
PDE chez E. coli K-12 subissent des régulations post-transcriptionnelles par la protéine CsrA.
CsrA destabilise les ARNm des génes suivants : yddV (GGDEF), yliF (GGDEF), dos (GGDEF-
EAL), yhjKk (GGDEF-EAL), csrD (GGDEF-EAL), yliE (EAL) et yjcJ (EAL). CsrA joue
également un réle minime dans la stabilité des ARNm codant pour les autres protéines a domaine
GGDEF et/ou EAL (Jonas et al., 2008).

La plupart des genes codant des DGC ou PDE sont régulés par les mémes facteurs de
transcription. Afin de réguler finement la concentration en di-GMPc, il existe des régulations
post-traductionnelles qui permettent d’agir sur la concentration et I’activité protéique.

Régulation post-traductionnelle

Une régulation post-traductionnelle plutét que transcriptionnelle et post-transcriptionnelle
met en jeu directement 1’activité des protéines, ce qui permet une réponse rapide a des signaux
environnementaux. Il existe plusieurs types de régulation post-traductionnelle des DGC et PDE.

L’activitt DGC ou PDE peut étre régulée par une protéolyse dépendant des conditions

environnementales, comme par exemple la température. On peut citer par exemple la DGC
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HmsT de Yersinia pestis, qui est dégradée spécifiqguement par les protéases Lon et CIpPX a
37°C, mais pas a 26°C (Perry et al., 2004). Une autre régulation post-traductionnelle qui s’exerce
specifiquement sur les DGC est la fixation du di-GMPc sur le site | de la protéine, qui inactive le
site enzymatique des DGC. Cette inactivation est réversible par la présence de PDE qui
dégradent le di-GMPc présent sur le site I, permettant sa libération (De et al., 2008).

L’activit¢ des DGC et PDE est également régulée en fonction des conditions
environnementales. Ceci est permis par la présence d’un autre domaine protéique, généralement
en N-terminal de la protéine. 1l existe de nombreux domaines associés aux domaines GGDEF et
EAL, cette diversité favorisant la complexité du réseau de régulation de la concentration en di-
GMPc. Le domaine partenaire capte les signaux environnementaux ou cellulaires et régule en
fonction I’activit¢é DGC ou PDE de la protéine (Seshasayee et al., 2010).

Il existe également une régulation spatiale des protéines a domaine GGDEF et EAL.
Certaines protéines forment des «clusters» a des localisations specifiques de la cellule
bactérienne. On peut citer par exemple la protéine DGC WspR de 1’espéce P. aeruginosa ou la
protéine DGC PelD de 1’espéce C. crescentus. Ces deux protéines fonctionnent de la méme
facon : dans certaines conditions environnementales, elles sont phosphorylées et actives
(Guvener & Harwood, 2007 ; Paul et al., 2004). Cette phosphorylation leur permet de former des
« clusters » localisés ou elles synthétisent du di-GMPc. De plus, de nombreuses protéines a
domaine GGDEF et/ou EAL possedent en N-terminal un peptide signal. Ce dernier permet la
séquestration de la protéine dans des compartiments spécifiques de la bactérie, favorisant une
régulation de la concentration en di-GMPc en fonction du micro environnement cellulaire.
Conclusion sur la régulation de I’expression et/ou l’activité des DGC et PDE

La multiplicité des protéines impliquées dans la régulation du di-GMPc nécessite une
régulation fine de la synthése et/ou I’activité¢ de ces dernieres, afin d’éviter des phénotypes
ectopiques dus a des concentrations en di-GMPc inadaptées. La transcription des génes codant
pour des DGC et PDE n’est pas la cible majeure de la régulation de 1’activité DGC et PDE. En
effet, la plupart des genes codant pour des DGC et PDE sont transcrits en phase stationnaire et
présentent globalement les méme taux d’expression les uns par rapport aux autres (Hengge,
2009). En revanche, les régulations post-traductionnelles sont majeures (Hengge, 2009) et
permises notamment par la multiplicité des domaines couplés aux GGDEF et EAL. Ces
domaines sont de différentes catégories, on retrouve par exemple des domaines partenaires qui

captent des signaux afin de moduler ’activit¢ DGC ou PDE, mais on retrouve également des
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domaines signaux de localisation cellulaire, qui permettent quant a eux la séquestration des
protéines. Cette séquestration permet de cibler plus précisément certains mécanismes cellulaires
suite & une modulation de la concentration en di-GMPc dans le micro-environnement.

4.3.Role du di-GMPc chez les bactéries

4.3.1. Signaux transduits par le di-GMPc

Le di-GMPc est un transducteur de signaux environnementaux, et permet a la bactérie de
répondre physiologiquement a ces signaux. La présence d’hélices transmembranaires associées
aux domaines GGDEF et EAL permet au domaine sensoriel d’étre situé¢ dans le périplasme chez
les bactéries a Gram négatif. Cette localisation permet aux domaines partenaires senseurs de
capter les signaux environnementaux et de moduler en conséquence la concentration
intracellulaire en di-GMPc. Il existe plusieurs domaines partenaires aux domaines GGDEF et
EAL. Le domaine PAS est décrit comme un récepteur a I’oxygene. Le domaine GAS est assez
proche du domaine PAS mais est plutot impliqué dans la fixation d’autres ligands que 1’oxygene,
comme le GMPc par exemple, et serait responsable de certaines interactions protéine-protéine
(Hurley, 2003; Taylor & Zhulin, 1999). Le domaine REC (ou Che-Y phosphoaccepteur) est
quant a lui un domaine trés conservé chez les bactéries. C’est un domaine protéique qui posseéde
une histidine kinase permettant son autophosphorylation. Cette phosphorylation permet a ce
domaine N-terminal de réguler I’activité du domaine associé en C-terminal (West & Stock,
2001). Le domaine REC est impliqué dans le chimiotactisme bactérien. Le domaine HAMP est
aussi impliqué dans la régulation de I’activité enzymatique des DGC et PDE. Ce domaine permet
de capter des signaux sensoriels et posséde un domaine transmembranaire qui permet a la
protéine de capter des signaux extracellulaires et en fonction de moduler 1’activité du domaine
GGDEF ou EAL associé (Kishii et al., 2007). 1l existe d’autres domaines associés 3 GGDEF et
EAL: HDOD, un domaine hydrolase metallo-dépendant, et aussi le domaine BLUF,
photorécepteur (Gomelsky & Klug, 2002). A ce jour, certaines DGC et PDE possedent des
domaines associés & GGDEF et EAL non annotés. La liste des domaines partenaires n’est donc
pas exhaustive.

Cette diversité de domaines partenaires permet la transduction de nombreux signaux
environnementaux et de moduler ainsi la concentration en di-GMPc. Les sighaux
environnementaux captés par les DGC et PDE sont par exemple : la présence d’ions, de
phosphothréonine ou phosphotyrosine, d’acides aminés, de molécules gazeuses comme le NO,

CO ou Oy, de carbohydrates, d’ADN, de nucléotides, le potentiel redox, la luminosité, la
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présence de nutriments ainsi que la présence de nombreuses substances extracellulaires, comme
les antibiotiques, les polyamines ou encore des molécules de dialogue intercellulaires (Romling
et al., 2005) (Figure 25).

Mécanismes physiologiques régulés
Facteurs environnementaux parle di-GMPc

transduits par le di-GMPc

Mobilité: « Swimming », « Swarming »,
Phosphorylation (‘ « Twitching »

Fixationd’ions Virulence
Fixation de protéines pPGpG Résistance aux métaux lourds
Fixation de phosphothréonine/phosphotyrosine di-GMPc Résistance aux bactériophages
Fixationd’acides aminés 2 GTP Compétition nutritive

Fixationd’ ADN Morphologie cellulaire

Fixation de nucléotides/nucléosides Synthese de fimbriae
Lumiere Production de polysaccharides

Formation de biofilms

Fixationdegaz: NO, CO,,0, Communication cellulaire
Fixation de carbohydrates U Phoptosynthése

Figure 25 : Facteurs environnementaux transduits par le di-GMPc et mécanismes physiologiques
régulés en conséquence. En rouge : mécanismes réprimes par le di-GMPc ; en vert : mécanismes
activés par le di-GMPc.

4.3.2. Mécanismes d’action du di-GMPc/ cibles du di-GMPc

Le di-GMPc agit généralement sur l’activité protéique de sa cible, en changeant sa
conformation allostérique. 1l peut se fixer sur plusieurs types de molécules.

Tout d’abord, comme nous 1’avons vu dans le chapitre « régulation post-traductionnelle », le
di-GMPc est capable de se fixer sur les DGC fonctionnelles afin d’inhiber leur activité.

Ensuite, certaines protéines posseédent un ou plusieurs domaines fonctionnels ainsi qu’un
domaine EAL dégenéré. La fixation du di-GMPc sur le domaine EAL dégenéré entraine un
changement de la conformation allostérique de la protéine, activant ou inhibant le ou les autre(s)
domaines fonctionnels.

Le domaine de liaison du di-GMPc aux protéines cibles le plus connu est le domaine PilZ. Ce
domaine a été décrit comme étant un récepteur au di-GMPc suite a des recherches in silico. Ce
domaine porte le nom d’une protéine de P. aeruginosa, décrite comme récepteur au di-GMPc
(Amikam & Galperin, 2006). Comme les protéines a domaine GGDEF et EAL, il existe
plusieurs protéines a domaine PilZ au sein d’une méme espeéce bactérienne. On retrouve le
domaine sous différentes conformations, seul, en tandem, ou encore associé a d’autres domaines
tels que REC, HTH, GGDEF et EAL. Chez E. coli, il existe 2 protéines a domaine PilZ : la
premiére protéine avec un tel domaine est la cellulose synthase. La deuxieme est YcgR,

impliquée dans la mobilité bactérienne. YcgR se lie spécifiguement au di-GMPc, et le domaine
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PilZ seul est suffisant pour la fixation du di-GMPc (Ryjenkov et al., 2006). Chez les autres
bactéries, il existe d’autres protéines a domaine PilZ non retrouvées chez E. coli. Par exemple, le
génome de V. cholerae code pour 5 protéines a domaine PilZ (Pratt et al., 2007).

D’autres cibles du di-GMPc sont les riborégulateurs. Ces régulateurs sont des ARN non
codants capable de moduler 1’expression de certains genes en fonction de la concentration en di-
GMPc. lls se fixent sur les ARNm afin de favoriser ou inhiber leur traduction. L’activité de
certains riborégulateurs est favorisée en présence de di-GMPc alors que d’autres sont réprimés
(Gu et al., 2012). Par des recherches in silico, le motif GEMM, trés conservé d’un riborégulateur
a un autre, est retrouvé en amont de certains genes codant des DGC et PDE, mais également en
amont de genes codant pour des protéines impliquées dans les mécanismes cellulaires régulés par
le di-GMPc. Les analyses de ces riborégulateurs chez V. cholerae ont montré qu’ils sont
impliqués dans la régulation par le di-GMPc de I’expression de génes de virulence, codant pour
la formation de fimbriae, ainsi que pour la biosynthese de flagelles (Sudarsan et al., 2008).

En conclusion, il existe de nombreuses cibles du di-GMPc au sein d’une espéce bactérienne.
Ces cibles permettent au di-GMPc de réguler sa propre concentration, mais également de réguler
la traduction de protéines, ou encore d’activer ou d’inhiber 1’activité des protéines cibles afin de
répondre physiologiquement aux signaux environnementaux transduits.

4.3.3. Processus cellulaires affectés par le di-GMPc

De nombreux processus cellulaires sont affectés par le di-GMPc. D’une fagon générale, le
di-GMPc¢ permet a la bactérie de passer d’'un mode de vie planctonique a un mode de vie
sédentaire lorsque la concentration intracellulaire en di-GMPc augmente (Simm et al., 2004). En
effet, le di-GMPc stimule la biosynthése d’adhésines et des polysaccharides de surface
synthétisés lors de la formation de biofilm. D’autre part, il inhibe la formation de flagelles

impliqués dans la mobilité bactérienne.

La production de cellulose :

Le premier réle du di-GMPc a été décrit pour la régulation de la production de cellulose.
L’activation de la production de cellulose par le di-GMPc a été démontrée chez plusieurs espéces
bactériennes étudiées (G. xylinus, S. Typhimurium, E. coli, etc). Le di-GMPc est un activateur
allostérique de la cellulose synthase, favorisant ainsi la production de cellulose (Ross et al.,
1987). Le rdle des protéines a domaine GGDEF dans la production de cellulose est universel, car
il est possible de remplacer une DGC par une autre DGC orthologue pour activer la production

de cellulose. En effet, lorsque la protéine YcdT d’E. coli est surexprimée chez S. Typhimurium,
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on observe une augmentation de la concentration en di-GMPc, corrélée a une augmentation de la
production de cellulose (Simm et al., 2004). Cependant, le mécanisme d’action du di-GMPc sur
la production de cellulose doit étre étudié plus en détail. Les seules études effectuées ont montré
que le di-GMPc se fixe a BcsB, BesB et BesA formant le corps du complexe de la cellulose

synthase chez tous les procaryotes qui possédent une cellulose synthase (Mayer et al., 1991).

La mobilité bactérienne :

La mobilité bactérienne dépend de la production de différents appendices de la surface
bactérienne : les flagelles et les fimbriae. Le di-GMPc est impliqué dans la mise en place des
différents types d’appendices, ce qui lui permet de réguler la mobilité bactérienne. Il existe 3
types de mobilité bactérienne : « swimming », «swarming » et «twitching ». La mobilité de
type «swimming » est un déplacement sur une surface permis par la présence de flagelles
fonctionnels. La mobilité de type « swarming » est un déplacement au travers d’un milieu plutot
solide permis par la présence de flagelles fonctionnels chez certaines bactéries. En revanche, la
mobilité de type « twitching » au travers d’un milieu solide est indépendant des flagelles et met
plutét en jeu les fimbriae (Merz et al., 2000).

Les flagelles sont des organelles complexes dont la synthése dépend de nombreux produits
de génes. Les flagelles bactériens sont produits de facon séquentielle. Chez E. coli, le régulateur
principal de classe | FIhD,C, régule la transcription des génes de classe Il, codant pour les
composants de 1’appareil externe, le corps basal et le crochet. Les génes de classe II codent
¢galement pour FliA, le facteur sigma spécifique des flagelles, qui régule quant a lui I’expression
des genes de classe Ill, codant pour les protéines impliquées dans les composants associés au
flagelle a assembler en dernier lieu, comme les protéines associées au crochet, la flagelline, les
protéines motrices ainsi que celles impliquées dans le chimiotactisme (Pruss, 2000). FliZ est
également une protéine codée par les opérons du systeme flagellaire, mais n’est pas requis pour
la mobilité.

Chez E. coli, FliA, en plus de son rdle dans 1’expression des génes de classe III, active
I’expression de yhjH, codant pour une PDE. De plus, FliZ, en inhibant ’activité du facteur o,
inhibe 1’expression des génes codant pour les DGC YegE, Yeal et YedQ. YegE, Yeal, YedQ et
YhjH sont des protéines impliquées toutes les 4 dans le méme mécanisme de mobilité. En fait,
I’activation de I’expression de yhjH et I’inhibition de 1’expression de yegE, yeal et yedQ,
conduisent a une diminution de la concentration en di-GMPc. Le di-GMPc ne se fixe plus sur la

protéine YcgR, la mise en place du flagelle est alors favorisée (Figure 26) (Pesavento et al.,
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2008). En fait, YcgR posséde un domaine PilZ en N-terminal. La fixation du di-GMPc sur ce
dernier favorise I’interaction entre YcgR et la sous-unité FliG du flagelle. Cette interaction
empéche la fonction correcte du moteur flagellaire, ce qui diminue la mobilité bactérienne (Fang
& Gomelsky, 2010). D’autre part, la régulation de I’activité YhjH par le facteur o' (Claret et
al., 2007) et de YegE par le facteur 6> permettent de controler I’expression de csgD, impliqué
dans la production de fimbriae. En effet, YhjH inhibe la production de fimbriae en réprimant
I’expression de ¢csgD, alors que YegE 1’active (Figure 26) (Pesavento et al., 2008). De maniére
générale, YhjH est plutot exprimé en phase exponentielle de croissance alors que YegE est plutét
exprimé en phase stationnaire. Durant la croissance bactérienne, il y aurait donc un point de
contréle précis de la concentration en di-GMPc a partir duquel la bactérie stoppe la formation de

flagelle et active la production de curli.

N\ DN 7

CipXP Protease —| FIhDC/O70 | L ClpXP P

Lon Pm%
\

BBH —| FigM —| oFliA

N

| &=

Mobilité Autres cibles curli v
Fimbriae

Cellulose

Figure 26 : Régulation de la mobilité et de la formation de biofilm chez E. coli K-12 (Pesavento et
al., 2008).

Chez P. aeruginosa, la mobilité de type «twitching» implique la protéine FimX, qui
contient plusieurs domaines protéiques : REC, PAS, EAL et GGDEF. Dans un mutant delété
pour le gene fimX, la production des différentes sous-unités codant pour les fimbriae de type IV
reste identique, mais on observe moins de fimbriae a la surface des mutants comparativement a
la souche sauvage. FimX est une PDE, et la mutation du domaine EAL entraine une
augmentation de la concentration en di-GMPc et une altération de la mobilité de type

« twitching ». Il est important de noter que le domaine GGDEF est nécessaire a 1’activité PDE de
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FimX. Ainsi, le di-GMPc joue un réle essentiel dans la mise en place des fimbriae de type 1V
chez P. aeruginosa, impligués dans la mobilité de type « twitching » (Huang et al., 2003).
La formation de biofilm :

Un autre mécanisme important régulé par le di-GMPc est la formation de biofilm. Un
biofilms est défini comme une communauté bactérienne sessile caractérisée par 1’adhésion a une
surface solide et par la production d’une matrice qui entoure les bactéries. Cette matrice est
composée de polysaccharides extracellulaires, de protéines et également d’ADN. La régulation
de la formation de biofilm est complexe et fait intervenir différents signaux. On peut citer par
exemple : i) les signaux mécaniques, comme une déficience en production flagellaire induisant la
production de biofilms, ii) les signaux nutritionnels, avec par exemple le glucose comme
inducteur de la formation de biofilm, iii) les signaux transduits par des molécules inorganiques
comme le fer, iv) D'osmolarité¢, v) les signaux dérivés de I’hote, vi) les molécules
antimicrobiennes, vii) les signaux du quorum sensing (Karatan & Watnick, 2009). Ces signaux
induisent une réponse bactérienne qui fait intervenir, parmi d’autres molécules, le di-GMPCc.

Le di-GMPc est un activateur de la formation de biofilm chez les especes bactériennes
¢tudiées jusqu’a présent. En effet, chez V. cholerae, une augmentation de la concentration en di-
GMPc favorise I’expression de genes impliqués dans la formation de biofilm. Parmi ces genes,
on retrouve des genes de la région vps, dont I’expression est nécessaire a la formation correcte
d’un biofilms. On retrouve également les génes eps, codant pour un systeme de sécrétion de type
Il connu pour étre couplé a la formation de biofilm, et les genes msh, impliqués dans la
formation de fimbriae de type IV de V. cholerae nécessaires a I’adhésion de ce dernier aux
surfaces biotiques et abiotiques (Beyhan et al., 2006).

Chez P. aeruginosa, I’implication du di-GMPc dans la formation de biofilm a également été
beaucoup étudiée. Ainsi, on sait que WspR est une protéine impliquée dans la formation de
biofilm par la synthése de di-GMPc. En effet, WspR posséde un domaine GGDEF ainsi qu’un
autre domaine pouvant étre phosphorylé. La phosphorylation de WspR permet ’activit¢ DGC de
cette derniere, favorisant ainsi la synthése de di-GMPc. La concentration en di-GMPc issue de
cette activité DGC est directement impliquée dans la formation de biofilm, par I’activation de
I’expression des génes des opérons pel et psl, impliqués dans la production d’exopolysaccharide
et d’autres protéines impliquées dans la formation de biofilm. Il est important de noter que la
protéine WspF régule ’activit¢ DGC de WspR, probablement en modulant sa phosphorylation.

Cela empéche une activite DGC constitutive de WSspR, et donc une formation de biofilm
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inadaptée (Hickman et al., 2005). D’autres protéines impliquées dans le métabolisme du di-
GMPc régulent la formation de biofilm chez P. aeruginosa. C’est le cas de SadC, une DGC, et
BifA, une PDE. Lorsque sadC est surexprimé, on observe une augmentation de la formation de
biofilm ainsi qu’une plus forte production d’exopolysaccharide, due a une augmentation de la
production de di-GMPc. Cette activation de la formation de biofilm est dépendante des genes
pelA et pelG, impliqués dans la production de I’exopolysaccharide. Cependant, 1’expression de
pelA et pelG n’est pas activée lorsque SadC est surexprimé, montrant que la régulation exercée
par le di-GMPc s’effectue au niveau post-transcriptionnel (Merritt et al., 2007). De la méme
facon, BifA est une phosphodiestérase dont la délétion entraine une augmentation de la
formation de biofilm (Kuchma et al., 2007). SadC et BifA possedent un domaine
transmembranaire et co-localisent au niveau de la membrane interne, avec une activité
cytoplasmique sur la concentration en di-GMPc. L’hypothése sur 1’activité des DGC et PDE
impliquées dans un méme mécanisme physiologique suggére que BifA et SadC soient deux
protéines qui agissent en synergie dans la formation de biofilm, en modulant la concentration en
di-GMPc.

La production de I’exopolysaccharide poly-N-acetylglucosamine (PNAG) :

La production de PNAG est souvent reliée a la formation de biofilm chez les bactéries. En
effet, le PNAG est une adhésine de surface qui est mise en place lors de la formation de biofilm.
Chez E. coli, les protéines nécessaires a la mise en place de PNAG sont codées par 1’opéron
pgaABCD (Wang et al., 2004). La DGC YdeH inhibe la synthese protéique de PgaD de facon
post-transcriptionnelle. PgaD est une protéine membranaire nécessaire a la formation de PNAG.
(Boehm et al., 2009). Il est important de noter que ydeH est une des DGC régulée par CsrA,
codant également pour le régulateur principal de 1’opéron pgaABCD.

D’autre part, yddV est un gene codant pour une DGC chez E. coli. YddV active 1’expression
de I’opéron pgaABCD lorsque yddV est surexprimé dans la souche d’E. coli K-12 MG1655, ce
qui conduit & une adhésion plus importante (Tagliabue et al., 2010). D’autre part, yddV est
transcrit en opéron avec le géene dos, codant pour une PDE (Mendez-Ortiz et al., 2006). yddV et
dos (correspondant aux genes dosC et dosP du chapitre « organisation génomique ») codent pour
deux proteines capables de former un complexe stable (Tuckerman et al., 2009). Ce complexe
permet de moduler la synthése et la dégradation du di-GMPc en fonction des conditions

environnementales (oxygéne). L’analyse de la régulation de 1’opéron pgaABCD par Dos a
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montré que, a I’inverse de yddV, Dos réprime 1’expression de pgaABCD (Tagliabue et al., 2010).
Cette régulation de 1’opéron pga par YddV et Dos est indépendante de CsrA.
Conclusion sur les différents processus affectés par le di-GMPc

Le di-GMPc est un acteur clé dans la régulation de la mobilité chez différentes espéces
bactériennes. En effet, chez la plupart des espéces bactériennes ou il a été étudié, certaines
protéines impliquées dans la mobilité bactérienne peuvent fixer le di-GMPc ou en moduler sa
concentration. Cela permet le contr6le de la mise en place des différents appendices bactériens
mis en jeu dans la mobilité. D’autre part, chez de nombreuses espéces bactériennes, le di-GMPc
est un régulateur important de la formation de biofilm, d’une part parce qu’il est répresseur de la
mobilité bactérienne, qui est associée au mode de vie planctonique, mais aussi en activant la
production de matrice extracellulaire ainsi que d’autres protéines impliquées dans 1’architecture
des biofilms. Enfin, d’autres processus cellulaires sont régulés par le di-GMPc et tous n’ont pas
été cités précédemment (Figure 25).

4.3.4. Le di-GMPc et les mécanismes de virulence

Le role du di-GMPc a clairement été démontré dans la virulence de certaines bactéries
pathogenes. Les études effectuées jusqu’a présent montrent que c’est 1’activité PDE qui est
impliquée dans la virulence des bactéries pathogenes. Les PDE dégradent le di-GMPc, et la
diminution de la concentration en di-GMPc favorise la virulence.

Tout d’abord, certaines PDE sont les senseurs d’un systéeme a deux composants, et induisent
I’expression de genes codant des protéines impliquées dans la virulence bactérienne. C’est le cas
par exemple de la PDE VieA chez V. cholerae. VieA est le régulateur du systéme a deux
composants VieSA, et est requise pour ’expression de toxT codant le régulateur transcriptionnel
majeur des génes impliqués dans la colonisation de V. cholerae et du géne codant pour la toxine
cholerique (Tischler & Camilli, 2005).

Aussi, des PDE ont été décrites comme importantes dans la colonisation d’un modéle murin
pour plusieurs espeéces de bactéries pathogeénes. C’est le cas par exemple de la PDE HmsP de Y.
pestis, qui favorise 1’apparition précoce des symptomes dans un modele murin (Bobrov et al.,
2011). Il est important de noter que HmsP est la seule PDE active chez Y. pestis, suggérant le
réle important du di-GMPc dans la virulence de 1’espéce bactérienne. La PDE CdgR de S.
Typhimurium est également impliquée dans la virulence bactérienne, notamment en favorisant la
réponse au stress oxydant de la bactérie qui est plus résistante par conséquent a la réponse

immune de 1’hote (Hisert et al., 2005). Enfin, la PDE PvrR de P. aeruginosa est nécessaire a la
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virulence dans un modele murin, puisque sa délétion entraine une avirulence totale (Kulasakara
et al., 2006).

En conclusion, le di-GMPc est un inhibiteur de la virulence chez les différentes espéces
bactériennes étudiées jusqu’alors. Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la
régulation de la virulence par le di-GMPc ne sont pas clairement définis et le réle du di-GMPc
chez d’autres especes bactériennes pathogenes reste a étre déterminé.

4.3.5. Le di-GMPc chez les E. coli K-12

Le role du di-GMPc chez E. coli n’a été étudié jusqu’a présent que chez des souches d’E. coli
K-12 ainsi que chez une souche d’E. coli adhérent et invasif (AIEC), associée a la maladie de
Crohn. Chez E. coli K-12, il existe 29 protéines a domaines GGDEF et/ou EAL dont 7 qui

possédent les 2 domaines (Tableau 7).

Protéine Activité Implication dans la Geénes ou mécanismes régulés

physiologie bactérienne

YdaM DGC Mobilité Opéron csgDEF
YciR PDE Mobilité Opéron csgDEF
YhjH PDE Mobilité Opéron csgDEF
Mise en place du flagelle
YegE PDE Mobilité Opéron csgDEF
Mise en place du flagelle
YdeH DGC Mobilite Formation des pili
Mise en place du flagelle
YcdT DGC Mobilité Inconnus
Yddv DGC Formation de biofilm Opéron pgaABCD (PNAG)
Opéron csgBAC (Fimbriae)
Dos PDE Formation de biofilm Opéron pgaABCD (PNAG)
Opéron csgBAC (Fimbriae)
YeaP DGC Opéron csgBAC (Fimbriae)
Yeal DGC Mobilité Inconnus
Formation de biofilm
YedQ DGC Mobilité Inconnus
Formation de biofilm
YfiN DGC Mobilité Inconnus

Formation de biofilm
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Tableau 7 : Liste des protéines DGC ou PDE chez E. coli dont I’activité et le role dans la physiologie
bactérienne a été décrit. En rouge : mécanismes ou génes réprimés par Pactivité protéique ; en
vert : mécanismes ou génes activés par ’activité protéique.

Le Tableau 7 montre que les différentes DGC et PDE étudiées a ce jour chez E. coli K-12
sont impliquées dans la mobilité bactérienne et/ou dans la formation de biofilm. Généralement,
les DGC qui répriment la mobilité activent I’expression de ’opéron csgBAC ou csgDEF.
L’opéron csgBAC code pour les protéines CsgA et CsgB, qui forment les fimbriae d’adhésion
(La Ragione & Woodward, 2002). L’opéron csgDEF code pour CsgD, I’activateur principal de
I’opéron csgBAC (Hammar et al., 1996). Les PDE qui activent la mobilité bactérienne répriment
généralement 1’expression des opérons csgBAC ou csgDEF. Les DGC et PDE qui influencent la
formation de biofilm régulent la production du PNAG. Notons le cas particulier des DGC YegE
et YdeH et de la PDE YhjH qui inhibent et favorisent la mobilité bactérienne respectivement en
régulant la mise en place du flagelle. YdeH inhibe également la formation des pili. La
multiplicité des protéines régulant les mémes mecanismes est due a la nécessité pour la bactérie
de répondre physiologiquement a divers signaux environnementaux, toutes les protéines n’étant
pas synthétisée ou actives dans les mémes conditions de croissance et/ou environnementales.

La premicre régulation de I’expression des différents geénes codant les DGC ou PDE
intervient en fonction de la phase de croissance. En effet, la plupart des génes codant les DGC et
PDE sont exprimeés préférentiellement lors de la phase stationnaire de croissance. Cependant, les
géenes yeaJ et yhjH, codant respectivement pour une protéine a domaine GGDEF et une PDE,
sont transcrits préférentiellement en phase exponentielle de croissance (Sommerfeldt et al.,
2009). L’activité et le role de la protéine Yeal n’ont pas été décrits mais elle pourrait jouer un
role dans la mobilité bactérienne en activant 1I’expression de 1’opéron csgDEF et en réprimant la
mise en place du flagelle. La régulation de I’expression de certains génes codant les DGC et PDE
est également fonction de la température puisque 8 génes présentent une expression différente en
fonction de la température. Sept génes sont préférentiellement exprimés a 28°C, alors que le
géne yeaJ est quant a lui plus exprimé a 37°C (Sommerfeldt et al., 2009). La mobilité des E. coli
est plus importante a 37°C qu’a 28°C. L’expression plus importante du géne yead a 37°C est un
argument supplémentaire pour une activité DGC de Yeal couplée a celle de la PDE YhjH dans la

FIA spécifique

mise en place du flagelle. L’expression du géne yhjH est régulée par le facteur o
des flagelles (Claret et al., 2007). La régulation de I’expression de yeaJ n’a quant a elle pas été
étudiée. L’activit¢ DGC de la protéine YegE est impliquée dans les mémes mécanismes de

régulation que YhjH. Cependant la régulation transcriptionnelle de yegE est dépendante du
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facteur ¢°, contrairement a celle de yhiH (Pesavento et al., 2008). Cependant, les différents
mécanismes régulés par YegE et YhjH suggerent que le di-GMPc métabolisé par ces deux
protéines est largement diffusible dans la cellule.

Une seconde régulation exercée sur la production des protéines impliquées dans le
métabolisme du di-GMPc est une régulation post-transcriptionnelle sur la stabilité des ARNm
transcrits. En particulier, les ARNm de ycdT, ydeH, yddV et dos sont déstabilisés par la protéine
CsrA en phase stationnaire de croissance (Jonas et al., 2008). YdeH est une DGC dont I’activité
réprime la mobilité en inhibant la mise en place flagellaire ainsi que la formation des pili,
notamment lors d’un stress ribosomal (Boehm et al., 2009 ; Jonas et al., 2008). YdeH favorise
également la formation des biofilms en activant I’expression de pgaD, codant pour une protéine
membranaire indispensable a la formation du PNAG (Boehm et al., 2009). Les genes yddV et
dos sont transcrits en opéron et codent respectivement pour une DGC et une PDE (Tuckerman et
al., 2009). Les protéines forment des dimeres YddV-Dos, et possédent un noyau héme. Ce
dernier fixe I’oxygene et permet d’orienter I’activité DGC ou PDE du complexe en fonction de la
concentration en oxygene. L’activité de ce complexe régule la production du PNAG via
I’expression de 1’opéron pgaABCD (Tagliabue et al., 2010). La protéine YcdT est une DGC avec
un domaine transmembranaire. Son activité inhibe la mobilité des E. coli K-12 (Jonas et al.,
2008), cependant les mécanismes n’ont pas encore ¢été étudiés. Le promoteur de ycdT est
juxtaposé au promoteur de 1’opéron pgaABCD. Les genes codant les régulateurs sont souvent
situés a proximité des genes cibles, suggerant que YcdT inhibe la mobilité en favorisant la
production de biofilms via I’activation de 1’expression de 1’opéron pgaABCD.

Mendez-Ortiz et al. ont étudi¢ I’impact global du di-GMPc chez E. coli K-12, en augmentant
artificiellement la concentration en di-GMPc par la surexpression du gene yddV codant pour une
DGC active (Mendez-Ortiz et al., 2006). L’étude a montré que le di-GMPc inhibe la division
cellulaire. De plus, I’analyse transcriptomique effectuée a permis de mettre en évidence la
diversité des génes dont 1’expression est altérée par le di-GMPc. On retrouve des genes codant
des protéines impliguées dans la modification de la paroi cellulaire, dans le métabolisme du fer,
dans la réponse superoxide, dans le métabolisme du sucre, dans la division cellulaire, dans la
mobilité bactérienne. On observe également une répression de I’expression des genes régulateurs

gadE et gadX en présence de di-GMPc (Tableau 8).
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Réle des protéines codées

par les génes régulés

Geénes correspondant dont

I’expression est activée par le di-

GMPc

Role des protéines codées

par les génes régulés

Geénes correspondant dont
I’expression est réprimée par le
di-GMPc

Protéines impliquées dans

la modification de la paroi

rcsA, acrA, b2056 (wcaD),

Protéines du régulon de

gltA, sufA, sufB, sufS

cellulaire nlpA Fur
Protéines impliquées dans fur Protéines impliquées dans aceA, gltA, citF, yeiC, sdhA,
le métabolisme du fer le métabolisme du sucre agaD, b2387, yghL
Protéines impliquées dans “xS Protéines associées a des uhpC, b1688, b1966, b1683,

la réponse superoxide

perméases

ber, yjiJ, oppB, yfcA

Régulateurs

transcriptionnels

ynfL, nadR, xapR, zraR

Protéines associées a la

membrane

ymgE, b2430, yhjU, yjbA,
glpG, b1966, yghA, b2433, ycdP,

Protéines impliquées dans

la division cellulaire

b1570 (ftsT), b3462 (ftsX)

Régulateurs

transcriptionnels

gadE, gadX, yfhH, yneA,
ygbl, ydeW, yieP

Protéines impliquées dans

la mobilité

yfcP, hofF

Tableau 8: Protéines dont la transcription du géne est altérée par une augmentation de la
concentration en di-GMPc (D’aprés les données de (Mendez-Ortiz et al., 2006)).

En conclusion, chez E. coli, beaucoup d’analyses ont été effectuées récemment sur les
mécanismes qui mettent en jeu le di-GMPc. Le di-GMPc est impliqué dans la mobilité et dans la
formation de biofilm comme chez les autres bactéries pour lesquelles le di-GMPc a éte étudié.
La complexité du réseau de régulation du di-GMPc implique que de nombreuses cibles et
mécanismes moléculaires régulés par le di-GMPc sont non connus a ce jour. D’autre part, le role
du di-GMPc dans la virulence des différents pathovars d’E. coli n’a encore jamais été étudié, et il
serait intéressant de déterminer si le di-GMPc chez les EHEC est un inhibiteur de la virulence

des E. coli pathogénes.

4.4.Dialogue moléculaire hote-pathogene via le NO et le di-GMPc

Du c6té du pathogeéne, le di-GMPc est un second messager bactérien. Il a été clairement
démontré qu’il diminue la virulence de nombreuses especes bactériennes, notamment en
réprimant I’expression des genes codant pour les facteurs de virulence. Du c6té de I’hdte, lors de
I’inflammation le NO est produit comme une défense contre les infections par certains types
cellulaires et notamment par les cellules épithéliales. Chez certaines bactéries pathogenes,
comme Legionella pneumophila et Pseudomonas aeruginosa, la présence de NO a faible
concentration favorise la degradation du di-GMPc. Cela a pour conséquence la diminution de la
formation de biofilm et par conséquent la dispersion des pathogenes est favorisée (Barraud et al.,
2009 ; Carlson et al., 2010). Le NO agit via des intermédiaires spécifiques qui le fixent et

controle 1’expression des genes codant les DGC et PDE (Barraud et al., 2009 ; Carlson et al.,
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2010). La présence de NO en faible concentration ne serait donc pas protectrice vis-a-vis des
agents pathogenes, et favoriserait au contraire leur virulence. Ces résultats suggerent que certains
pathogénes se seraient adaptés a 1’hote, et que la production du NO par 1’hote serait un facteur
environnemental capté par la bactérie pathogéne pour en favoriser sa virulence.

Si le NO en faible concentration favorise la dégradation du di-GMPc chez les bactéries
pathogenes, le di-GMPc module lui aussi la production de NO par 1’héte. En effet, le di-GMPc
est un immunostimulateur, et le traitement de souris avec du di-GMPc synthétisé chimiquement
leur permet de mieux résister & une infection par Klebsiella pneumoniae (Karaolis et al., 2007).
Le di-GMPc injecté induit ’expression de certaines protéines impliquées dans la réponse
immune comme les cytokines MIP-2, IL-12 et IFNy, et active I’expression de la iNOS par les
cellules pulmonaires des souris. En présence de di-GMPc, on observe donc une augmentation de
la production de NO. Le di-GMPc, connu pour inhiber la virulence des bactéries serait donc un
activateur de la réponse immune innée.

Le dialogue moléculaire hote-pathogeéne via le NO et le di-GMPc induit ou non la virulence

du pathogéne (Figure 27) :

A (faiblec[;\ll’lge]ntration) —) \x [di-GMPc] —/Virulence

B [di-GMPC]  e—) \ Virulence

/ [NO] e \, Bactéries

(forte concentration)

Figure 27 : Dialogue hote-pathogéne via le NO et le di-GMPc.

Lorsque le NO est présent en faible concentration, la concentration intracellulaire en di-
GMPc diminue chez le pathogéne, favorisant la virulence (Figure 27A). D’autre part, la
production de di-GMPc chez le pathogéne inhibe la virulence du pathogéne d’une part et induit
la synthése de NO chez 1’hote d’autre part. Cette production accrue de NO conduit a la mort des
bactéries pathogénes (Figure 27B). L’implantation du pathogéne chez 1’hote dépend par

conséquent de régulations fines de la concentration en di-GMPc chez celui-la.
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Lors des infections, les dialogues moléculaires mis en jeu entre 1’hote et le pathogéne sont

généralement la clé de 1’évolution de la pathologie. Cependant, tres peu de choses sont connues

en ce qui concerne le dialogue moléculaire entre les EHEC et ’Homme. Il a ét¢ montré au

laboratoire que le NO est un inhibiteur de la production de Stx chez les EHEC, et qu’a I’inverse

les EHEC ont la capacité d’inhiber la production de NO par les cellules épithéliales humaines.

D’autre part, le di-GMPc est un second messager ubiquitaire, souvent impliqué dans la

régulation de la virulence de diverses espéces bactériennes pathogenes. Le NO est capable de

moduler ’activité de certaines DGC ou PDE, et donc de réguler la concentration en di-GMPc.

Avant mon arrivée au laboratoire, des analyses transcriptomiques ont permis de montrer que,
chez la souche EHEC 0O157:H7 EDL933 :

e Le NO active I’expression de gadE et gadX et inhibe I’expression du LEE4

e Dans un mutant pour le gene vmpA codant une PDE spécifique du sérotype O157:H7

I’expression de gadE et gadX est activée alors que celle des genes du LEE est réprimée

Les objectifs de ma thése étaient :

d’éclaircir le role de GadE dans la régulation du LEE

d’analyser le role de GadX dans la régulation du LEE

d’identifier la cascade de régulation conduisant a la répression du LEE par le
NO

d’identifier I’activité protéique de VmpA

d’analyser le role du di-GMPc chez les EHEC

de regarder si ’effet du NO sur la régulation du LEE met en jeu la régulation de

P’activité PDE de la protéine VmpA
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Introduction

La sécrétion de protéines effectrices par le SSTT, conduisant a 1’adhésion des EHEC aux
cellules intestinales, et la production de Stx dans I’intestin sont les responsables majeurs de la
virulence des EHEC O157:H7. La plupart des génes requis pour 1’adhésion des EHEC, dont les
génes codant pour le SSTT, sont portés par le LEE. La régulation de leur expression est trés
complexe, sous le contrle de signaux extra et intracellulaires, et nécessite de nombreux
régulateurs transcriptionnels et post-transcriptionnels.

Avant mon arrivée au laboratoire, il avait été décrit que le NO produit par I’Homme,
notamment dans I’intestin, était un inhibiteur de la synthése de Stx chez la souche EHEC
0157:H7 de référence EDL933 (Vareille et al., 2007). Suite a ces travaux, une approche
transcriptomique par puces 8 ADN pangénomiques avait été initiée afin de déterminer I’impact
du NO sur I’expression globale des génes de la souche EDL933. 1l avait ainsi été observé que le
NO réprime ’expression du LEE2 et du LEE4 de fagon significative. Afin de savoir si la
répression du LEE par le NO induisait une répression de I’adhésion, des infections de cellules
épithéliales intestinales avaient été effectuées en présence ou en absence de NO, apporté par un
donneur de NO (exogéne) ou produit par les cellules (endogene). En présence de NO, il était
observé une diminution de 1’adhésion des EHEC, ce qui est corrélé avec les analyses
transcriptomiques. Les données de transcriptomique montraient également une surexpression de
I’expression de gadE et de gadX. Or, plusieurs études ont montré que GadE est un répresseur de
I’expression du LEE chez les EHEC, et que GadX réprime 1’expression du LEE chez les EPEC.
Nous nous sommes donc intéressés a la cascade de régulation de 1’expression du LEE par GadE
et GadX, et nous avons émis I’hypothése que le NO réprime 1’expression du LEE en activant

I’expression de gadE et gadX.
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Matériels et Méthodes

Souches et plasmides utilisés

Les souches utilisées lors de mes travaux sont référencées dans le Tableau 9. La souche
EHEC O157:H7 utilisée est la souche EDL933, isolée a partir de viande de beeuf lors de
I’épidémie qui a eu aux USA en 1982 (O'Brien et al., 1983).

Tableau 9 : Souches et plasmides utilises

Souches et plasmides Caracteéristiques Réference
Souches
EDL933 Souche sauvage EHEC O157:H7 (O'Brien et al., 1983)
AgadE EDL933 AgadE ::cat ; CamR .IL_Jr?:iide microbiologie, INRA
AgadX EDL933 AgadX ::cat ; CamR Ce travail
AgadEAgadX EI;;JF?B AgadE ::cat AgadX ::km ; CamR Ce travail
Aler EDL933 Aler ::km ; KanR Ce travail
AnsrR EDL933 AnsrR ::km ; KanR (Vareille et al., 2007)
Plasmides
DBAD33 Promoteur inductible a 1’arabinose ; CamR (Guzman et al., 1995)

Ori : pACYC184

Promoteur inductible a 1’arabinose ;

pBADMycHisA étiquette 6-histidine en C-ter ; AmpR Invitrogen
Ori : pPBR322
Promoteur inductible a I’arabinose ;
pBADHisA étiquette 6-histidine en N-ter ; AmpR Invitrogen
Ori : pPBR322
pgadE pBADMycHisA:.gadE Ce travail
pgadX pBADHisA:.gadX Ce travail
pnsrR pBADMycHisA::nsrR Ce travail
pHisler pBADHisA ::ler Ce travail
p33nsrR pBAD33::nsrR Ce travail
pler pBAD33::ler Ce travail
DKD46 Promoteur inductible a I’arabinose ; AmpR (Datsenko & Wanner, 2000)

Ori : R101

Construction des mutants isogéniques

Les mutants isogéniques ont été obtenus par la méthode de Datsenko et Wanner (Datsenko &

Wanner, 2000). Une cassette portant un gene de résistance a un antibiotique est amplifiée a partir

d’ADNg au moyen d’amorces qui possedent a leur extrémité 5° 50 pb qui correspondent a la

séquence juste en amont du codon d’initiation de I’ORF du géne a muter pour I’amorce Forward,

et a la séquence juste en aval du codon stop pour I’amorce Reverse. Le produit d’amplification

est purifié sur colonne QiaQuick (Qiagen) et introduit dans la souche EDL933 qui posséde le

101



Chapitre | : Régulation de [’expression du LEE

plasmide pKD46 portant notamment un géne codant pour une recombinase phagique sous le
controle d’un promoteur inductible a 1’arabinose. Apres culture de la souche EDL933 (pKD46)
en présence de 10 mM d’arabinose et 1’électroporation de celle-Ci en présence du fragment de
PCR portant la cassette de résistance a [I’antibiotique, les recombinases permettent la
recombinaison homologue entre le fragment PCR et le chromosome bactérien. Les bactéries sont
ensuite criblées sur des boites LB contenant I’antibiotique correspondant a la résistance conférée
par 1’échange d’all¢le, et le plasmide pKD46 thermo-sensible est éliminé par culture a 42°C

pendant une nuit. La présence de la mutation est vérifiée par PCR.

Construction des plasmides pour les complémentations
Pour la complémentation des différents mutants, les génes d’intérét sont amplifiés par PCR a
partir d’ADNg d’EDL933 a I’aide de I’ADN polymérase haute fidélit¢ Pfx50 (Invitrogen). Les
amorces permettant I’amplification du gene et le clonage par la suite contiennent :
1. Les séquences correspondant aux génes du codon d’initiation au codon stop
2. Les sites de restriction des enzymes utilisées pour la digestion enzymatique des
fragments de PCR
Les fragments PCR sont purifiés et digerés par les enzymes de restriction puis liguées dans
les différents plasmides digérés eux aussi par les mémes enzymes de restriction. Les plasmides

recombinants obtenus ainsi que leurs caractéristiques sont présentés dans le Tableau 9.

Résistance a I’acidité

Les tests de résistance a 1’acidité ont été effectués selon le protocole décrit par Large et al.
(Large et al., 2005). Les pré-cultures des différentes souches ont été réalisées en milieu LB avec
antibiotique pendant une nuit a 37°C sous agitation. Pour la résistance a 1’acidité dépendante de
GadE, nous avons ensemencé 10 mL de LB additionné de glucose avec 50 uL de préculture.
Pour la résistance a 1’acidit¢ dépendante de GadX, nous avons ensemencé 10 mL de LB sans
glucose avec 50 pL de préculture. Aprés 24 h de culture, 5 mL de milieu EG a pH 2 (témoin
négatif) et milieu EG & pH 2 + glutamate 0.3 % sont ensemencés par 10’ CFU/mL et incubés
sous agitation a 37°C. Des numérations a différents temps ont été effectuées sur milieu LB

gélosé.

Milieux et conditions de culture
Les différentes souches bactériennes sont conservées en glycérol 20 % a -20°C et -80°C. Les

bactéries sont ensemencées en milieu DMEM et les précultures sont incubées une nuit a 37°C
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sous agitation. Le lendemain, les précultures sont diluées au 1/100°™ dans du milieu DMEM et
cultivées en présence ou absence de Nor-4500 pM et présence ou absence de 0.5 mM
d’arabinose pour I’induction de I’expression des genes clonés dans les différents plasmides sous

contrdle d’un promoteur inductible a I’arabinose.

Extraction de ’ADN génomique des EHEC

L’ADN génomique des EHEC est extrait a partir de 2 ml d’une culture bactérienne de 24 h.
Lorsque I’ADN doit étre utilis¢ pour des PCR de clonage ou des qPCR, I’ADN est extrait et
purifié a 1’aide du kit DNeasy® Tissue kit (Qiagen) selon le protocole du fournisseur. Lorsque
I’ADN est utilisé uniquement pour une vérification, I’ADN est extrait par une technique de lyse
par la chaleur. Deux mL de préculture sont centrifugés a 7 500 g pendant 6 min. Le culot
bactérien est repris dans 1 mL d’H,O. Cette suspension est centrifugée a nouveau a 7 500 g
pendant 6 min. Le culot est repris dans 500 uL. d’H20 et est placé 10 min au bain marie a 95°C.
Le lysat bactérien est centrifugé a 7 500 g pendant 6 min et le surnageant est prélevé et conservé

a -80°C en attendant son utilisation.

Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits par la méthode d’extraction au TRIzol. Les bactéries sont
lysées dans du TRIzol pendant 10 min a température ambiante. Aprés ajout du chloroforme, les
échantillons sont agités fortement pendant 30 s et centrifugés a 12 000 g pendant 15 min a 4°C.
La partie aqueuse contenant les ARN est ensuite prélevée et mise en présence de 500 pL
d’isopropanol pour la précipitation. Aprés 10 min de repos et 10 min de centrifugation a 12 000
g a 4°C, les ARN sont lavés a 1’éthanol 75 %, puis le culot d’ARN apres séchage est repris et
solubilisé¢ dans 30 pL d’H20O traitée au DEPC 10 min a 56°C. La concentration ainsi que la
pureté des ARN sont évaluées par spectrophotométrie (260 nm et 280 nm). Afin d’éliminer les
traces d’ADN génomique, un traitement a la DNase I (Fermentas) est effectué¢ a 37°C pendant 45
min.
Transcription inverse des ARNm

Les ARNm (1 pg) sont rétro-transcrits en ADNc en utilisant 3 ug d’amorces aléatoires
(Random primers, Invitrogen), 10 mM de chaque dNTP, 0.2 mM de DTT et 100 U de
SuperScript™ II reverse transcriptase (Invitrogen), dans un tampon de composition finale : 50
mM Tris-HCI, pH 8.3 a température ambiante, 75 mM KCI et 3 mM MgCI, (Invitrogen). La

réaction se déroule a 42°C pendant 50 min, puis I’enzyme est inactivée a 70°C pendant 15 min.
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PCR quantitative en temps reel

L’analyse de I’expression des genes a été effectuée par PCR quantitative. Pour les conditions
de culture que j’ai utilisées, j’ai analysé I’expression de différents génes de ménage de référence
décrits dans la littérature. J’ai analysé I’expression de tufA, qui code pour le facteur d’élongation
EF-Tu, rrID, qui code pour la sous-unité 23S de 1I’ARN ribosomal, mdh, qui code pour la malate
déshydrogénase, et rpoA, qui code pour la sous-unité a de I’ARN polymérase. Le géne dont
I’expression varie le moins dans les conditions de culture utilisées pour I’analyse de la régulation
de I’expression du LEE est le géne rpoA. Nous avons donc utilisé ce dernier comme gene de
ménage.
Obtention des courbes standards

Deux techniques différentes ont été utilisées pour 1’obtention des courbes standards et
donnent les mémes résultats. La premiére technique consiste a amplifier les genes un par un par
PCR classique a 1’aide d’amorces qui amplifient un fragment d’environ 500 pb. Ce produit de
PCR est purifié sur colonne Strataprep (Stratagene) et quantifié par la mesure de son absorbance
a 260 nm. On en déduit alors la concentration en ADN qui est transformée en nombre de
molécules d’ADN (N) par pL (N = [6,01.10% x [ADN] (g/uL]/[660 (ADN double brin) x taille
de I’amplicon (pb)]). Le produit d’amplification est ensuite dilu¢ dans le volume d’H,0
approprié pour avoir 5.10° molécules d’ADN/uL. A partir de cette solution mére, des dilutions
sériées décimales sont réalisées pour obtenir une gamme étalon. Cette gamme est ensuite utilisée
comme matrice pour les qPCR afin d’obtenir des courbes standards. Par la suite, nous avons
directement utilisé de I’ADNg de bactérie comme matrice, sans amplification préalable du gene
d’intérét. Des dilutions sériées décimales d’ADNg purifi¢ d’EDL933 sont effectuées et utilisées
comme matrice pour la gamme étalon de la méme facon que les dilutions de fragments de PCR
purifiés. Les deux méthodes donnent des résultats similaires, cependant, la deuxieme méthode
est plus facile et plus rapide a mettre en ceuvre.
Quantification des ADNc

Les ADNCc sont quantifies en méme temps que les gammes étalons. La PCR quantitative est
effectuée sur 2 uLL. d’ADNc et sur 2 puL des dilutions séri¢es d’ADNg avec 0,5 uM des amorces
des différents genes d’intérét. Le kit utilisé est Lonza (Takara) dans ’appareil Mastercycler® ep
realplex (Eppendorf). Des contrdles sont effectués sur les échantillons d’ADN avant leur retro-

transcription afin de s’assurer qu’il ne subsiste pas d’ADN.
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Western-blot

Préparation et analyse des protéines du SSTT dans les surnageants de culture

Des précultures de chaque souche bactérienne ont été effectuées en milieu LB et incubées a
37°C sous agitation pendant 12 h, avant d’étre diluées au 1 :100 dans 60 mL de milieu DMEM-
HEPES 1 g/L de glucose avec L-glutamine. Apres 6 h de culture avec ou sans 500 M de Nor-4,
les bactéries ont été centrifugées a 4 000 g pendant 30 min a 4°C et les surnageants ont été filtrés
avec des filtres 0.45 um. 60 mM de PMSF et 300 ng de DnaK ont été ajoutés aux surnageants
avant la concentration de ces derniers sur des membranes qui retiennent les protéines de taille
supérieure a 3 kDa (Amicon) selon les instructions du fabriquant. Les concentrats ont ensuite été
resuspendus dans 1.5 mL de Tris-HCI (1.5 M pH 8) et 0.2 M de NaDeoxycholate a été ajouté
avant une incubation de 30 min sur glace. Une concentration finale de 10 % (v/v) de
Trichloroacetic Acid (TCA) a été ajoutée aux échantillons mis a incuber une nuit a 4°C pour la
précipitation des protéines. Les surnageants ont été centrifuges a 4°C a 4 000 g pendant 30 min,
et les culots ont été séchés avant d’étre repris dans 30 uL de TE. Ces échantillons ont été utilisés

pour I’analyse en western-blot.

Détection des protéines

15 uL de chaque échantillon ont été utilisés par analyse. Le tampon de charge (Laemmli) a
été ajouté avant la dénaturation des protéines 10 min a 95°C. Puis les protéines ont été separées
sur un gel SDS-PAGE 12 % et transférées sur une membrane de nitrocellulose grace a un
systeme de transfert en semi-sec. Puis les membranes ont été saturées par 5 % (p/v) de Régilait
dans du PBST (PBS 1X et Tween 20 0.1 % (v/v)) pendant 1 h 30 a température ambiante. Les
membranes ont ensuite été incubées une nuit a 4°C avec les anticorps primaires correspondant
dilués dans du PBST 1.25 % (p/v) Régilait. Les différents anticorps utilisés ainsi que la dilution
recommandée et leur origine sont indiqués Tableau 10. Les anticorps ont été produits par le
Groupe de Recherhe sur les maladies infectieuses du porc (GREMIP) et le Centre de recherche
en infectiologie porcine (CRIP), dirigé par Josée Harel a I'université de Montréal, Saint-
Hyacinthe, Québec, Canada, pour I’anticorps anti-ESpB. L’anticorps anti-Tir provient du
laboratoire de Gad Frankel « Molecular pathogenesis and dissemination of Gram-negative
bacterial pathogens » de I’Imperial College (London, UK). L’anticorps anti-ESpA provident du
laboratoire de James B Kaper « Center for vaccine development » de 1’«University of Maryland
School of Medicine » (Baltimore, USA).

Tableau 10 : Différents anticorps utilisés pour les Western-blot, dilution recommandée et origine.
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Anticorps Dilution Origine
espA 1:1 000 Lapin
espB 1:2 000 Lapin
tir 1:1 000 Lapin

Aprés 3 lavages de 5 min dans du PBST, ’anticorps Secondaire anti-1gG de lapin dilué au
1:10 000 dans du PBST 1.25 % de Régilait (p/v) a été mis en contact de la membrane pendant 2
h a température ambiante avant 4 lavages de 5 min dans du PBST et 2 lavages de 2 min dans du
PBS. La détection a été effectuée par le kit Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrates
(Pierce) selon les instructions du fournisseur et les membranes ont été révélées par

autoradiographie.

Retard sur gel
Obtention des protéines GadE et GadX purifiées

Des cultures de 100 mL (Probond resin de Invitrogen) ou de 200 mL (Talon® His-tag
Purification Resins de Clontech) des souches hébergeant les plasmides GadE-6-His et GadX-6-
His en milieu LB + 0.5 mM d’arabinose sont incubées sous agitation a 37°C pendant 4 h. Les
bactéries sont centrifugées et resuspendues dans 8 mL de « native binding buffer » avant d’étre
lysées au cell disruptor. Les lysats sont stockés a -20°C. La purification des protéines non
dénaturées est ensuite effectuée selon le protocole des fournisseurs des deux résines citées ci-
dessus. Les protéines GadE-6-His et GadX-6-His sont dosées a 1’aide du kit « BCA Protein
Reagent kit » et conservées a -80°C en présence de 10 % de glycérol.

Expériences de retard sur gel

Principe de la technique : les ADN sont amplifiés par PCR avec des amorces étiquetées par
la digoxygénine (dig). Ils sont ensuite mis en contact avec la protéine d’intérét avant d’étre
déposés sur gel de polyacrylamide qui sépare les molécules an fonction de 1I’encombrement
stérique. Ensuite, les ADN sont transférés sur une membrane de nitrocellulose, puis la détection
se fait a ’aide d’anticorps dirigés contre la dig réagissant avec le CDP-star. La réaction émet de
la lumiere (chimioluminescence) qui est alors détectée par autoradiographie.

Les fragments correspondant aux promoteurs d’intérét (Figure 28) sont amplifiés par PCR a
I’aide d’amorces marquées a la dig (DIG, Eurofins MWG Operon). Un ng d’ADN amplifié
correspondant a chaque région des promoteurs d’intérét est mis en contact 30 min a 25°C avec
différentes concentrations de protéine, en présence de Tris-HCI (pH 7.4, 10 mM) ; EDTA (pH 8,
1 mM); DTT (1 mM) ; BSA (400 uG/mL) ; polyDIDC (100 pG/mL) ; KCI (50 mM) ; NaCl (50
mM). L’ ADN des différents échantillons est séparé a 120V sur un gel de polyacrylamide : TBE
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1X (5 mL); Acrylamide 30% (2 mL); H20 (2.5 mL) ; Glycérol 80% (312 pL) ; persulfate
d’ammonium (APS) 10% (150 pL) et TEMED (10 pL). Puis le transfert sur membrane de
nitrocellulose est effectué pendant 30 min a 10 V dans du TBE 0.5X. Un lavage de 5 min dans
du PBS 1X est effectué avant la fixation aux UV de I’ADN sur la membrane. Deux lavages au
PBS Triton 0.1% sont effectués avant un lavage rapide dans le Wash Buffer (Dig wash & block
buffer set, Roche) puis la saturation 30 min dans la blocking solution (Dig wash & block buffer
set, Roche). Le marquage spécifique de I’ADN est effectué¢ par un bain de 30 min dans la
blocking solution (Dig wash & block buffer set, Roche) qui contient I’anticorps anti-DIG dilué
au 1 :20 000, avant deux lavages de 15 min dans le washing buffer (Dig wash & block buffer set,
Roche) et 1’équilibrage dans 20 mL de la solution de détection (Dig wash & block buffer set,
Roche) pendant 3 min. L’ADN est détecté par 500 pL de CDP-star aprés 5 min d’incubation et

les membranes sont révélées par autoradiographie.
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Figure 28 : Représentation schématique des différentes régions promotrices amplifiées pour les
retards sur gel et les expériences d’immunoprécipitation de la chromatine. Les encadrés
représentent les différents promoteurs d’une région, les noms non encadrés représentent

uniguement une région promotrice.
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Immunoprécipitation de la chromatine
Principe de la technique (Figure 29) : le but est de connaitre 1’interaction moléculaire entre
une protéine régulatrice et une région promotrice.

Culture
bactérienne

Pontage ADN- Lyse bactérienne et
protéines fragmentation de ’'ADN
= o~
—
LA
Plasmide avec gadE-6his,
gadX-6his, nsrR-6his ou ler-6his
ChIP  INPUT > i . ¥
[— \_‘,\_ — )’ C— < “ m ~ Chromatine
w -MM“ fragmentée ]
Analyse de 'ADN Purification de Immunoprecipitation
I’ADN avec des anticorps
anti-6His
chip INPUT

Figure 29 : Principe de la technique d’immunoprécipitation de la chromatine.

Les bactéries hébergeant un plasmide recombinant codant pour les protéines d’intérét
étiquetées 6-histidines sont cultivées. Un pontage entre I’ADN et les protéines est effectué avant
la lyse bactérienne et la fragmentation de ’ADN par sonication. On obtient I’ADN total ou
INPUT. Ensuite, les protéines étiquetées 6-histidines sont immunoprécipitees par des anticorps
spécifiques. L’ADN est purifié¢ : on obtient la partie immunoprécipitée ou ChIP. L’ADN est
ensuite analysé par gPCR.

Les plasmides recombinants pgadE, pgadX, pnsrR, pHisler ont été électroporés dans les
mutants respectifs afin d’éviter les interférences avec les protéines natives. Des précultures en
milieu LB + antibiotique ont été effectuées pour chaque souche a 37°C sous agitation et diluées
le lendemain dans 25 mL de milieu DMEM + HEPES (10 mM) avec ou sans Nor-4.
L’expression des protéines a été induite par 1’ajout de 0.5 mM de L-arabinose. Aprés 6 h de
culture a 37°C sous agitation, I’immunoprécipitation de la chromatine a été effectuée selon le
protocole de Lanois et al., (Lanois et al., 2008) avec de petites modifications : des liaisons
covalentes ont été formées entre I’ADN et les protéines par I’ajout de formaldéhyde (1 % final) a
température ambiante pendant 30 min. Puis les bactéries ont été centrifugées a 4 500 g a 4°C
pendant 7 min et le culot a été lavé 2 fois par du PBS froid. Les culots ont été ensuite
resuspendus dans 0.7 mL de tampon de lyse (10 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl, 10 mM
EDTA, 20 % sucrose) contenant du lysozyme (10 mg/mL) et incubés 30 min a 37°C. 0.7 mL de
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tampon IP 2X (100 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl, 2 % lgepal CA-630, 0.5 % NaDeoxycholate)
contenant 1 mM de PMSF (anti protéases) a été ajouté a chaque échantillon avant 15 min
d’incubation a 37°C. Les échantillons ont ensuite été refroidis sur glace avant la sonication qui
permet de casser les membranes bactériennes mais également de fragmenter I’ADN ([sonication
15 s a 50 % d’amplitude et repos 1 min sur glace] répété 11 fois). 0.7 mL de chaque échantillon a
été stocke a -80°C. 50 pL de chaque échantillon (INPUT) ont été incubés avec 100 uL de
solution de protéinase K (36 UG de protéinase K dans 100 pL de TE) pendant 2 ha 37°Cet8 h a
67°C pour dégrader les protéines et libérer ’ADN. L’ADN a été purifi¢ a I’aide du kit Qiaquick
(Qiagen). L’immunoprecipitation a été effectuée en ajoutant des anticorps monoclonaux anti-
Histidine (0.3 pg). Les échantillons ont été incubés sous agitation douce pendant 2 h a
température ambiante avant 1’ajout de 40 pL de protéine G sepharose 50 % incubée avec
I’échantillon pendant 1 h a température ambiante. La protéine G sepharose se fixe
specifiquement aux anticorps afin de permettre leur précipitation. Les billes ont été lavées 2 fois
avec le tampon IP 1X : 5 min d’agitation, et centrifugation pendant 1 min a 9 500 g. Puis deux
lavages de la méme facon avec le tampon de lavage ChIP (10 mM TrisHCI pH 8, 250 mM LiCl,
1 mM EDTA, 0.5 % Igepal CA-630, 0.5 % NaDeoxycholate) ont été effectués avant 2 lavages
avec 1 mL de TE. Les billes ont alors été resuspendues dans 100 uL de tampon d’¢lution (50
mM TrisHCI pH 8, 10 mM EDTA, 1 % SDS) et incubées 15 min a 65°C avant une
centrifugation a 9 500 g pendant 1 min. Le surnageant qui contient la fraction immunoprécipitée
(ChIP) de I’ADN est collecté et une solution de proteinase K (0.036 mg/mL) est ajoutée avant
une incubation de 2 h a 37°C et 8 h a 65°C. Les échantillons d’ADN ont ensuite été purifiés par
le kit Qiaquick (Qiagen). Les fractions ChIP et INPUT sont alors analysées par gPCR dans
I’appareil Eppendorf Mastercycler® ep realplex (eppendorf). Les expériences ont été effectuees
en duplicats ou triplicats biologiques indépendants.

L’enrichissement relatif pour chaque cible ADN (Figure 28) a été calculé comme suit pour
chaque protéine : les promoteurs d’intérét ainsi que la région intragénique de rpoA ont été
amplifiés avec des amorces spécifiques. Pour chaque cible d’ADN, nous avons calculé le ratio :
nombre de copies du fragment dans la fraction ChIP/nombre de copies du fragment dans la
fraction INPUT. Chaque ratio a ensuité éte divise par le ratio obtenu pour la région intragénique
de rpoA afin d’éliminer les interactions non-spécifiques. C’est le ratio 6His-protéine. Le méme
ratio a été calculé avec la souche parentale EDL933 contenant le plasmide vide. C’est le ratio

6His-controle. L’enrichissement relatif a été calculé comme suit : 6His-protéine/6His-controle,
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afin d’¢liminer les interactions non spécifiques qui peuvent avoir lieu avec la queue poly-
histidine seule. Pour la représentation graphique, nous avons multiplié les ratios par 10, et nous
avons considéré qu’une valeur d’enrichissement relatif supérieur a 2 fois le contrdle (au dessus

de 20) correspond a la fixation de la protéine sur le promoteur cible.
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Résultats

1. Organisation de I’opéron du LEE
Le LEE est organisé¢ en 5 opérons majeurs. L’organisation des différents opérons du LEE

ainsi que les génes principaux codés par chacun d’entre eux sont présentés Figure 30.
--Csepz Fesev > --[ tir f cest J eae »-— - sepL ) espA N espd N espb N 75104 Y esck N z5102 »

LEE1 LEE2 LEE3 LEES LEE4

Figure 30 : Organisation des différents opérons du LEE et genes principaux codés par chacun
d’entre eux.

Pour 1I’étude, nous avons analysé 1’expression des génes ler (LEEL), sepZ (LEE2), escV
(LEEDJ), tir (LEEDS), eae (LEEDS) et espA (LEE4).

2. Confirmation des résultats d’analyse transcriptomique par qRT-PCR

Afin de confirmer les résultats des analyses transcriptomiques réalisées auparavant au
laboratoire a 1’aide de puces a ADN, indiquant que le NO réprime 1’expression de certains genes
du LEE et active celle de gadE, des qRT-PCR ont été effectuées sur les génes du LEE ler, sepZ,
escV, espA, tir et eae, ainsi que sur les génes de I’AFI gadE et gadX. Les analyses en qRT-PCR
confirment la répression de 1’expression de espA ainsi que la surexpression de gadE en présence
de NO (Figure 31). Elles montrent que le NO réprime également 1’expression de ler, tir et eae et
active I’expression de gadX, contrairement aux résultats de transcriptomique ou 1’expression de
ces genes ne semblait pas étre altérée en présence de NO. D’autre part, SepZ est surexprime en
présence de NO, ce qui est contraire aux observations faites en transcriptomique ou 1’expression
de sepZ était réprimée par le NO. Enfin, le NO n’affecte pas I’expression de escV. La gRT-PCR
est une technique plus sensible et plus fiable que les puces a ADN. Ceci explique la différence

des résultats obtenus avec les deux techniques.
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Figure 31 : Quantification des ARNm de différents génes du LEE et de gadE et gadX dans la souche
EDL933 incubée pendant 6h en absence ou en présence du donneur de NO : NOR-4.
En conclusion, la présence de NO dans le milieu réprime I’expression du LEE1, LEE4 et

LEES, n’a aucun effet sur I’expression du LEE3 et active I’expression du LEE2, gadE et gadX.

3. Construction des différents mutants nécessaires a I’étude et complémentation
Afin d’étudier la cascade de régulation de gadE, gadX et des différents opérons du LEE, nous
avons construit des mutants isogéniques et nous les avons trans-complémentés avec des

plasmides recombinants portant les génes correspondants.

Courbes de croissance des différentes souches

Les mutants isogéniques AgadE et AnsrR étaient déja disponibles au laboratoire. Les mutants
AgadX, Aler, AgadEAgadX ont été construits ainsi que les mutants complémentés
AgadE(pgadE), AgadX(pgadX), Aler(pler), Aler(pHisler) et AnsrR(pnsrR). La croissance de
toutes ces souches en milieu DMEM a été étudiée. Nous pouvons voir sur la Figure 32 que la

croissance de toutes les souches utilisées est similaire a la croissance de la souche sauvage.
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Résistance a acidité des souches AgadE(pgadE) et AgadX(pgadX)

Les génes gadE et gadX codent pour des régulateurs de 1’ AFI. 11 est bien connu que GadE est
important pour la survie des EHEC O157:H7 souche Sakai a pH acide (Kailasan Vanaja et al.,
2009). Le role de GadX dans la survie des E. coli n’a pas été déterminé. Nous avons donc vérifié
que GadE est nécessaire a la survie de la souche EHEC EDL933 en milieu acide et que le gene
gadE cloné code pour une protéine fonctionnelle. D’autre part, nous avons analysé le role de
GadX dans la survie de la souche EHEC EDL933 en milieu acide (Figure 33).
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Figure 33 : Résistance a I’acidité dans la souche sauvage de référence EDL933, dans les mutants
AgadE et AgadX, et dans les mutants complémentés AgadE(pgadE) et AgadX(pgadX) en milieu EG
0.3% glutamate & t=0, t=0.5h, t=3h et t=6h post-inoculation.

La souche sauvage résiste treés bien a pH 2 puisqu’a 6 h, on dénombre autant de bactéries
que le nombre inoculé (Figure 33). En revanche, a partir de 3 h post-inoculation, le mutant
AgadE ne survit pas et le mutant AgadX présente un défaut de résistance par rapport a la souche
sauvage. Les mutants complémentés AgadE(pgadE) et AgadX(pgadX) restaurent la résistance a
’acidité observée dans la souche sauvage. Les genes gadE et gadX clonés dans les plasmides

recombinants codent donc pour des protéines actives.

4. ROle de Ler dans la régulation de I’expression du LEE, de gadE et de gadX par le NO
Analyse transcriptionnelle

Nous avons tout d’abord analysé le role de Ler dans la régulation de I’expression des genes
du LEE et de gadE et gadX par le NO. Pour cela, nous avons réalisé des qRT-PCR sur des ADNc
de la souche sauvage, du mutant Aler et du mutant Aler complémenté, soit par pler soit par

pHisler en absence ou en présence de Nor-4. Le nombre de transcrits des différents génes est
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normalisé par le nombre de copies du géne de ménage rpoA et ramené au pourcentage du
nombre de transcrits quantifiés dans la souche sauvage en absence de NO (Figure 34).
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Figure 34 : Nombre de transcrits des différents génes de I’AFI et du LEE (indiqués en abscisse)
dans la souche sauvage, le mutant Aler et le mutant Aler complémenté par pler ou pHisler en
absence ou en présence de Nor-4. Test t de Student : 4 : P<0.05 par rapport a la valeur de la
souche sauvage sans NO ; * : P<0.05 par rapport a la valeur de la méme souche sans NO (n=3).

En absence de NO, dans le mutant complémenté Aler(pler), ler est surexprimé 8 fois alors
qu’il est surexprimé 2 fois dans le mutant complémenté Aler(pHisler) par rapport a la souche
sauvage (Figure 34).

Concernant I’expression de gadX, on observe plus de transcrits gadX dans le mutant Aler que
dans la souche sauvage, indiquant que Ler réprime I’expression de gadX. Cette répression est

confirmée lorsque ler est surexprimé. D’autre part, I’expression de gadX est toujours activée par
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le NO dans le mutant Aler, indiquant que Ler n’est pas le régulateur impliqué dans 1’activation
de I’expression de gadX par le NO.

De la méme fagon, nous pouvons voir que Ler réprime 1’expression de gadE et qu’il n’est pas
le régulateur requis pour I’activation de 1’expression de gadE par le NO.

Ler est connu comme [’activateur principal des autres opérons du LEE. Nous avons donc
regardé ce qu’il en était dans nos conditions de culture. En absence de NO il est clair que Ler
active I’expression des opérons LEE2, LEE3, LEE4 et LEES. En présence de NO,-I’expression
du LEE2, LEE3, LEE4 et LEES est trop faible pour qu’on puisse conclure sur 1’activité
inhibitrice du NO en absence de Ler.

Dans le mutant Aler complémenté par pler I’expression de gadE et gadX est réprimée
comparativement a la souche sauvage. L’expression de gadE et gadX est donc restaurée et méme
exacerbée par rapport a celle observée dans la souche sauvage. L’expression de tous les opérons
du LEE est fortement réprimée dans le mutant Aler complémenté par pler. Ceci est surprenant
car Ler est connu pour étre un activateur de I’expression des opérons LEE2 a LEES. Nous nous
sommes demandé¢ si cette répression n’est pas due a une trop forte expression de ler. Nous avons
alors analysé 1’expression du LEE4 et du LEES5 dans le mutant Aler complémenté par pHisler, ou
le géne ler est moins surexprimé que dans le mutant Aler complémenté par pler. L’expression du
LEE4 est restaurée et I’expression du LEES est activée comparativement a 1’expression dans la
souche sauvage. Ces résultats suggerent que 1’effet de Ler sur les différents opérons du LEE est

dépendant du taux d’expression de ler.

Analyse fonctionnelle

Afin de voir si Ler régule ’expression de gadE et gadX en se fixant directement sur leurs
promoteurs respectifs, nous avons fait des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine.
Pour cela, nous avons utilisé le mutant Aler complémenté par le vecteur pHisler, qui apporte la
protéine Ler étiquetée d’une queue poly-histidine. Nous utilisons comme souche hébergeant ce
plasmide : le mutant Aler afin d’éviter que la protéine native non étiquetée n’entre en
compétition. La souche sauvage hébergeant le plasmide vide ainsi que le mutant Aler
complémenté par le pHisler ont été traités de fagon identique pour I’immunoprécipitation de la
chromatine. Pour chaque souche, une fraction « INPUT » avant 1I’immunoprécipitation ainsi
qu’une fraction « IP » aprés I’'immunoprécipitation ont été obtenues. L’analyse des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine a été effectuée par gPCR. Nous avons amplifié par
gPCR les fragments indiqués dans le Tableau 11, et calculé le nombre de copies a I’aide d’une

gamme étalon.
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nom Région

rpoA Région intragénique du géne rpoA
gadX Promoteur de gadX

gadEP1 Promoteur proximal de gadE
gadEP2 Promoteur intermédiaire de gadE
gadEP3 Promoteur distal de gadE

lerP1 Pomoteur distal de ler

lerP2 Promoteur proximal de ler

espA Promoteur de espA

tirP1 Région promotrice -305 de tir
tirP2 Région promotrice -104 de tir
tirP3 Région promotrice -204 de tir

Tableau 11 : Nom et région correspondante des différents fragments amplifies en gqPCR pour
I’analyse des immunoprécipitations de la chromatine.

Pour chaque fragment amplifié nous avons d’abord calculé le ratio « nombre de copies
IP/nombre de copies INPUT », puis nous avons divisé ce ratio par celui obtenu pour rpoA, notre
contréle d’ADN non spécifique immunoprecipité. Nous avons fait le rapport de ce dernier
obtenu pour la souche contenant la protéine étiquetée par la queue poly-histidine, sur le ratio
obtenu par le méme calcul pour la souche sauvage hébergeant le plasmide vide. Ce dernier ratio
permet d’éliminer I’immunoprécipitation résiduelle qui peut avoir lieu par la fixation non
spécifique de la queue poly-histidine sur de 1’ADN. Arbitrairement, nous avons multiplié¢ les
rapports par 10, et avons considéré qu’un taux d’enrichissement supérieur a 20 (deux fois celui
du contrdle) correspond a une fixation spécifique de la protéine étudiée.

Pour vérifier que 1’ajout de 1’étiquette poly-histidine permet toujours la fixation de Ler sur
les promoteurs de ses génes cibles, nous avons regardé le taux d’enrichissement des promoteurs

du LEE1, LEE4 et LEES (Figure 35).
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Figure 35: Taux d’enrichissement des régions promotrices du LEE1, LEE4 et LEE5
immunoprécipitées avec Ler étiqueté poly-histidine, en absence ou en présence de Nor-4 (n=2).

La Figure 35 montre que Ler se fixe sur tous les promoteurs du LEE1, LEE4 et LEES5, en
absence ou en présence de Nor-4. Ler est connu pour se fixer sur le promoteur du LEE1 pour
réprimer sa propre expression et sur les promoteurs des opérons LEE2 a LEE5 pour en activer
I’expression. Nos résultats montrent que la protéine Ler utilisée dans les expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine est fonctionnelle et que les conditions de notre
expérience sont correctes.

Nous avons ensuite analysé la fixation de Ler sur les promoteurs de gadE et gadX. La Figure
36 montre les taux d’enrichissement du promoteur de gadX et des promoteurs de gadE décrits

par (Sayed & Foster, 2009).
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Figure 36 : Taux d’enrichissement des régions promotrices de gadX et gadE immunoprécipitées

avec Ler étiqueté poly-histidine, en absence ou en présence de Nor-4 (n=2).
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Nous pouvons voir que Ler ne se fixe sur aucune des 4 régions amplifiées en absence ou en
présence de NO (Figure 36).

En conclusion, nous avons montré que Ler réprime I’expression de gadE et de gadX. Cette
répression est indirecte et nécessite un intermédiaire. De plus, nous avons montré que 1’activité
de Ler dépend de son taux d’expression. Lorsqu’il est fortement surexprimé, il réprime
I’expression des autres opérons du LEE, alors que c’est un activateur lorsque le taux

d’expression est similaire ou légérement supérieur a celui de la souche sauvage.

5. Role de GadE dans la régulation de I’expression du LEE et de gadX par le NO
Analyse transcriptionnelle

De la méme fagon que pour Ler, I’étude du réle de GadE dans la régulation de gadX et des
différents génes du LEE a été effectuée par qRT-PCR sur des ADNc de la souche sauvage, du

mutant AgadE et du mutant AgadE complémenté par pgadE, en absence ou en présence de Nor-4

(Figure 37).
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Figure 37 : Nombre de transcrits des différents génes de ’AFI et du LEE dans le mutant AgadE et
le mutant AgadE complémenté par pgadE en absence ou en présence de Nor-4. Test t de Student :
+ : P<0.05 par rapport a la valeur de la souche sauvage sans NO ; * : P<0.05 par rapport a la

valeur de la méme souche sans NO (n=3).
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Le géne gadE est fortement surexprimé (31 fois) dans le mutant AgadE complémenté par
pgadE (Figure 37). Il est important de noter que ’activation de 1’expression de gadE par le NO
n’est pas restaurée dans le mutant AgadE complémenté par pgadE puisque ce dernier est sous le
contrdle d’un promoteur inductible a 1’arabinose et est donc exprimé de la méme facon en
absence ou en présence de NO. GadE active I’expression de gadX. De plus I’activation de
I’expression de gadX en présence de NO est abolie dans le mutant AgadE, montrant que GadE
est impliqué dans cette activation. L’expression de gadX et son activation par le NO sont
restaurées dans le mutant AgadE complémenté.

En ce qui concerne le LEE, GadE réprime ’expression de ler (LEEL), mais la répression de
ler par le NO n’est pas abolie dans le mutant AgadE. Il y a donc un autre régulateur qui réprime
ler en présence de NO. L’expression de ler est partiellement restaurée dans le mutant AgadE
complémenté. GadE réprime également 1’expression de sepZ (LEE2), mais 1’activation par le
NO observée dans la souche sauvage est abolie dans le mutant AgadE. De plus, dans le mutant
AgadE complémenté, 1’expression de sepZ est réprimée aussi bien en absence qu’en présence de
NO. De la méme fagon, GadE réprime I’expression de escV (LEE3), et contrairement aux
observations faites dans la souche sauvage, on observe une répression par le NO dans le mutant
AgadE. Ceci suggére qu’il y a un régulateur intermédiaire répondant au NO qui réprimerait
I’expression de escV dans le mutant AgadE. La surexpression de gadE réprime 1’expression de
escV, confirmant ’activité répressive de GadE sur I’expression de escV. De la méme fagon,
GadE réprime 1’expression de espA (LEE4) et de tir (LEES) et n’est pas impliqué dans la
répression de ces derniers par le NO. L’expression de eae (LEES) est similaire dans le mutant
AgadE et dans la souche sauvage en absence ou en présence de NO. Cependant, la surexpression
de gadE conduit a la répression de eae. Lorsque gadE est exprimé a partir de son promoteur
naturel dans la souche sauvage, GadE n’a donc pas d’effet sur I’expression de eae alors qu’il
réprime lorsqu’il est présent en forte concentration. Il est également important de noter que dans
le mutant AgadE complémenté 1’expression du gene ler est seulement partiellement restaurée,
alors que 1’expression de sepZ, escV, espA et eae est fortement réprimée. Ceci suggere que gadE

réprime 1’expression de ces derniers génes indépendamment de Ler.

Analyse fonctionnelle

Afin de savoir si GadE régule directement 1’expression des opérons LEE1, LEE4 et LEES,
nous avons étudié sa fixation in vitro par des experiences de retard sur gel. La protéine GadE a
été produite par les bactéries recombinantes et purifiée a 1’aide de deux résines disponibles au

laboratoire : la résine Talon et la résine probond. Aprés la purification de la protéine GadE
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produite par les bactéries, un western-blot a été effectué afin de veérifier la présence de la protéine
GadE-6His (Figure 38).

GadE-6His GadE-6His
(résine talon) (résine probond)

S -

Figure 38 : Western-blot effectué sur les produits de purification de la protéine GadE-6His avec les

deux résines disponibles au laboratoire: résine Talon et résine probond.

La Figure 38 montre une bande de détection correspondant a la migration d’une bande de
masse moléculaire de 20 kDa identique a celle de GadE dans 1’échantillon purifié¢ avec la résine
probond. Cette bande est absente dans I’échantillon purifié¢ avec la résine Talon. Nous avons
donc utilisé par la suite la protéine GadE purifiée avec la résine probond pour effectuer les
retards sur gel.

GadE se fixe sur le promoteur de gadA a pH acide chez E. coli K-12 (Hommais et al., 2004 ;
Ma et al., 2003). Rien n’a été¢ démontré chez les EHEC, mais les séquences nucléotidiques des
génes gadE chez la souche d’E. coli K-12 MG1655 et chez la souche EHEC EDL933 sont
identiques (http://biocyc.org et http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). De plus, la « gad box » dans le

promoteur de gadA est conservée entre les deux souches, suggérant que GadE se fixe également
sur le promoteur de gadA chez les EHEC. En contr6le positif, nous avons donc regardé si la

protéine GadE que nous avons purifiée se fixe sur la région promotrice de gadA.

Ong 50 100 200 400 800

Fragments retardés
€] 70

Fragments libres
Promoteur gadA

Figure 39 : Retard sur gel de polyacrylamide de la région promotrice de gadA sans protéine GadE
ou avec différentes quantités : 50 ; 100 ; 200 ; 400 et 800 ng.
Nous observons sur la Figure 39 que la région promotrice de gadA présente un retard de

migration a partir de la quantité 100 ng de protéine GadE ajoutée. La protéine GadE étiquetée
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avec une queue poly-histidine est donc fonctionnelle. On note également qu’il y a deux bandes
retardées a 100 et 200 ng de protéine GadE. Il y a donc deux complexes ADN-protéine différents
formés, 1’un étant plus volumineux que 1’autre. Ce résultat suggére que soit GadE dimérise, soit
plusieurs protéines GadE se fixent sur le promoteur de gadA lorsque GadE est présent en forte
concentration. La bande intermédiaire disparait a 400 ng et 800 ng, indiquant que GadE est alors
en condition saturante pour sa fixation sur le promoteur de gadA.

Nous avons ensuite regardé la fixation de GadE sur les opérons LEE1, LEE4 et LEEDS.

Ong 50 100 200 400 800

-

Promoteur lerP1

Ong 50 100 200 400 800

Promoteur lerP2

Figure 40 : Retard sur gel de polyacrylamide des deux régions promotrices de ler : P1 (distal) et P2
(proximal) sans protéine GadE ou avec différentes quantités : 50 ; 100 ; 200 ; 400 et 800ng.

En ce qui concerne le LEE1, nous pouvons voir sur la Figure 40 que GadE se fixe sur les
deux promoteurs lerP1 et lerP2. Il semble que I’affinité de GadE pour le promoteur lerP1 soit
plus élevée que pour le promoteur lerP2, car on observe un retard de lerP1 a partir de 50ng de

protéine alors qu’il faut 200ng de protéine pour observer un retard du promoteur lerP2.
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La Figure 41 montre que GadE se fixe également sur le promoteur de espA (LEE4).

Ong 50 100 200 400 800

Promoteur espA

Figure 41 : Retard sur gel de polyacrylamide de la région promotrice de espA sans protéine GadE
ou avec différentes quantités 50 ; 100 ; 200 ; 400 et 800ng.

Enfin, GadE se fixe sur les trois régions du promoteur de tir (LEES), bien que les retards
soient moins nets que pour les promoteurs précédents et que le fragment libre soit encore présent

aux plus fortes concentrations de GadE (Figure 42).

0Ong 50 100 200 400 800

Promoteur tirP1

Promoteur tirP2 | Promoteur tirP3

Figure 42 : Retard sur gel de polyacrylamide des régions promotrices tirP1, tirP2 et tirP3 sans
protéine GadE ou avec différentes quantités 50 ; 100 ; 200 ; 400 et 800ng.

En conclusion, les retards sur gel montrent que GadE se fixe sur les différentes régions
promotrices de gadA, ler, espA et tir. Cependant, les retards sur gel sont des expériences in vitro
et ne reflétent pas forcément ce qu’il se passe a 'intérieur des bactéries, lorsque les autres
régulateurs sont présents. Nous avons donc étudié¢ I’interaction in vivo de GadE sur les

promoteurs gadX, LEE1, LEE4, LEE5S ainsi que sur son propre promoteur. Pour cela, nous
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avons effectué des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine, dans les mémes
conditions de culture que pour les gRT-PCR.

Nous avons analysé 1’enrichissement des régions promotrices de gadA, gadE et gadX. Nous
avons analysé la fixation de GadE sur le promoteur de gadA, afin de vérifier la fixation de GadE
sur le promoteur de gadA dans nos conditions de culture. Nous avons analysé la fixation de
GadE sur les différents promoteurs de gadE et sur le promoteur de gadX afin de voir d’une part
si GadE s’autorégule dans nos conditions de culture, et d’autre part si I’activation exercée sur
I’expression de gadX est directe ou nécessite un régulateur intermédiaire. Comme cela est
détaillé dans le « Matériels et Méthodes », seules les valeurs supérieures a 20 représentent une
fixation de la protéine sur le promoteur considére.

Dans nos conditions de culture, GadE se fixe sur le promoteur de gadA, ne s’autorégule pas

et n’active pas directement I’expression de gadX (Figure 43).
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Figure 43 : Taux d’enrichissement des régions promotrices de gadX et gadE immunoprécipitées
avec GadE étiqueté poly-histidine, en absence (barres noires) ou en présence (barres grises) de Nor-
4.
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Nous avons ensuite analysé la fixation de GadE sur les différents promoteurs du LEE (Figure
44).
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lerP1 lerP2 espA tirP1 tirP3 tirP2

Figure 44: Taux d’enrichissement des régions promotrices du LEE1, LEE4 et LEES
immunopreécipitées avec GadE étiqueté poly-histidine, en absence (barres noires) ou en présence
(barres grises) de Nor-4.

GadE ne se fixe sur aucun des promoteurs du LEE, que ce soit en absence ou en présence de

NO (Figure 44). La répression du LEE par GadE est donc indirecte.

Rdle de GadE dans la sécrétion des protéines effectrices

Nous avons effectué des western-blot sur les surnageants des cultures de la souche sauvage et
du mutant AgadE en absence ou en présence de Nor-4, afin de voir si ’activation de I’expression
des génes du LEE4 et du LEES observée dans le mutant AgadE correspond a une augmentation

de la sécrétion des proteines correspondantes (Figure 45).
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Figure 45 : Western-blot des échantillons protéiques issus des surnageants de culture de la souche

sauvage et du mutant AgadE en absence ou en présence de Nor-4.

La sécrétion de ESpA est inhibée en présence de NO dans la souche sauvage (Figure 45). En
revanche, aucune protéine Tir n’est détectée que ce soit en absence ou en présence de NO. Nous
avons vu que le géne tir est trés faiblement exprimé aussi bien en absence qu’en présence de NO
(Figure 31). Tir est donc probablement sécrété en trop faible quantité pour étre détectee dans le
surnageant de culture. On observe une augmentation de la sécrétion de EspA, EspB et Tir dans le
mutant AgadE en absence de NO, qui est inhibée en présence de NO. Ces résultats sont en
accord avec les résultats de gRT-PCR qui montraient que GadE réprime 1’expression du LEE4 et
du LEES5 mais qu’il n’est pas impliqué dans la répression du LEE par le NO (Figure 37).

En conclusion, GadE active I’expression de gadX et réprime celle des différents opérons du
LEE. GadE se fixe in vitro sur les différentes régions promotrices du LEE. Cette fixation n’est
pas retrouvée in vivo. Il y a donc probablement un régulateur dans la bactérie qui empéche la
fixation GadE sur les promoteurs du LEE. De plus, GadE ne se fixe pas sur le promoteur de
gadX. Les régulations exercées par GadE sur 1’expression de gadX et du LEE sont donc

indirectes.

6. Réle du régulateur GadX dans la régulation de I’expression du LEE et de gadE par le
NO

Analyse transcriptionnelle
Le role de GadX dans la régulation du LEE chez les EHEC n’a pas été décrit a ce jour.
Cependant, chez les EPEC GadX réprime ’expression du LEE via PerC. PerC est un homologue
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des protéines régulatrices Pch chez les EHEC et active I’expression de ler. De plus, I’expression
de nombreux genes est régulée par GadE et GadX chez E. coli K-12. Nous avons donc regarde le
role de GadX dans la régulation de 1’expression de gadE et du LEE dans nos conditions de
culture en absence et en présence de NO. Pour cela, nous avons étudié I’expression des différents
génes par gRT-PCR sur les ADNc de la souche sauvage, du mutant AgadX et du mutant AgadX

complémenté (Figure 46).
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Figure 46 : Nombre de transcrits des différents génes de I’AFI et du LEE dans le mutant AgadX et
le mutant AgadX complémenté par pgadX en absence ou en présence de Nor-4. Test t de Student :
= : P<0.05 par rapport a la valeur de la souche sauvage sans NO ; * : P<0.05 par rapport a la
valeur de la méme souche sans NO (n=3).

Le géne gadX est surexprimé 5 fois dans le mutant AgadX complémenté comparativement a
la souche sauvage (Figure 46). De fagon étonnante, nous pouvons voir que I’expression de gadX
est activée en présence de NO dans le mutant complémenté alors qu’elle est sous le contréle d’un

promoteur inductible par I’arabinose, et que les cultures sont faites en présence de ce sucre. Ceci
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pourrait étre d0 a une régulation post-transcriptionnelle NO-dépendante stabilisant les ARN
messagers de gadX. Ce phénomeéne n’a pas été observé pour gadE (Figure 37).

GadX réprime I’expression de gadE, mais n’est pas impliqué dans D’activation de
I’expression de gadE en présence de NO.

Concernant I’expression du LEE, GadX joue un réle différent en fonction de 1’opéron étudié.
Il réprime 1’expression de ler, et n’est pas impliqué dans la répression de ler par le NO. En
revanche, GadX active 1’expression des autres opérons du LEE mais, comme pour ler, n’est pas
impliqué dans la répression exercée par le NO. En conclusion, GadX réprime 1’expression de
gadE et de ler, mais active 1’expression des autres opérons du LEE. Il n’est pas nécessaire a la

régulation exercée par le NO sur 1’expression de ces genes.

Analyse fonctionnelle

De la méme facon que GadE, la protéine GadX étiquetée 6-histidines a été produite puis
purifiée a I’aide des résines Talon et probond disponibles au laboratoire. Aprés la purification de
la protéine GadX produite par les bactéries, un western-blot a été effectué afin de vérifier la

présence de la protéine GadX-6His (Figure 47).

6His-GadX 6His-GadX
(résine talon) (résine probond)

Bande a 31kDa

Figure 47 : Western-blot effectué sur les produits de purification de la protéine 6His-GadX avec les
deux résines disponibles au laboratoire: résine Talon et résine probond.

Les bandes obtenues pour chaque échantillon correspondent a la migration d’une protéine de
masse moléculaire de 31 kDa, identique a celle de GadX (Figure 47). La purification est plus
efficace avec la résine probond qu’avec la résine Talon. Nous avons donc utilis¢ I’extrait
protéique purifié avec la résine probond pour la suite des expériences.

Tout comme GadE, GadX est connu pour se fixer in vitro sur le promoteur de gadA (Ma et
al., 2003). De la méme facon que pour GadE, nous avons analysé la fixation de GadX sur le
promoteur de gadA comme contrble positif, afin de vérifier la fonctionnalité de la protéine

purifiée (Figure 48).
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Figure 48 : Retard sur gel de polyacrylamide de la région promotrice de gadA sans protéine GadX
ou avec différentes quantités 50 ; 100 ; 200 ; 400 et 800ng.

La Figure 48 montre qu’a partir de 200 ng de protéine GadX, le fragment promoteur de
gadA est retardé. La protéine GadX étiquetée 6 histidine est donc fonctionnelle et se fixe sur le
promoteur de gadA.

Nous avons ensuite regardé la fixation de GadX sur les promoteurs du LEE1, LEE4 et LEES
(Figure 49).

Ong 100 800 Ong 100 800

Promoteur lerP2 Promoteur espA

100 800 g 100 800 Ong 100 800

Promoteur tirP1 Promoteur tirP2 Promoteur tirP3

Figure 49 : Retard sur gel de polyacrylamide des régions promotrices lerP2, espA, tirP1, tirP2 et
tirP3 sans protéine GadX ou avec 100 ou 800ng. La fixation de GadX sur le promoteur lerP1 n’est
pas présentée car le film auto radiographique du retard sur gel n’était pas lisible.

La Figure 49 montre que GadX ne se fixe pas sur le promoteur lerP2, et probablement pas
sur la région 2 du promoteur de tir. En revanche, on observe un retard du promoteur de espA a
partir de 100 ng de protéine GadX et un retard des régions 1 et 3 du promoteur de tir a partir de
800 ng de protéine GadX. En conclusion, GadX se fixe in vitro sur le promoteur du LEE4 et du
LEE5 (régions 1 et 3), mais pas sur le promoteur du LEE1. Cependant, ces interactions

nécessitent d’étre confirmées in vivo, en présence de tous les autres régulateurs présents dans la
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cellule, afin de voir si GadX régule directement I’expression des différents promoteurs du LEE.
Pour cela, nous avons effectué des immunoprécipitations de la chromatine dans le mutant AgadX
complémenté par le plasmide codant pour la protéine GadX étiquetée 6-histidines. Nous avons
tout d’abord analysé la fixation de GadX sur les promoteurs de gadA et de gadE (Figure 50).
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Figure 50 : Taux d’enrichissement des régions promotrices de gadA et gadE immunoprécipitées
avec GadX étiqueté poly-histidine, en absence (barres noires) ou en présence (barres grises) de Nor-
4.

Le taux d’enrichissement des promoteurs de gadA et de gadE immunoprécipités avec la
protéine GadX présentés en Figure 50 montrent que in vivo GadX se fixe sur le promoteur de
gadA mais ne se fixe pas sur les différents promoteurs de gadE.

Nous avons ensuite analysé la fixation de GadX sur les différents promoteurs du LEE
(Figure 51).
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Figure 51: Taux d’enrichissement des régions promotrices du LEE1, LEE4 et LEES
immunoprécipitées avec GadX étiqueté poly-histidine, en absence (barres noires) ou en présence

(barres grises) de Nor-4.
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GadX ne se fixe pas non plus sur les différents promoteurs du LEE (Figure 51) Concernant
le fragment promoteur lerP2, le taux d’enrichissement est de 20. L’écart-type étant élevé, nous

ne considérons pas ce résultat comme positif.

Réle de GadX dans la sécrétion des protéines effectrices

Nous avons effectué un western-blot sur les surnageants de culture de la souche sauvage et
du mutant AgadX en absence ou en présence de Nor-4, afin de voir si la répression de
I’expression des génes du LEE4 dans le mutant AgadX est corrélée a une diminution de la

sécrétion des protéines correspondantes (Figure 52).

EDL933 AgadX
NO + - +

EspB (LEE4)

——

Figure 52 : Western-blot des échantillons protéiques issus des surnageants de culture de la souche
sauvage et du mutant AgadX en absence ou en présence de Nor-4.

La Figure 52 montre que la sécrétion de EspB dans le mutant AgadX est inhibée en absence
et en présence de NO. Ces résultats sont en accord avec les resultats de gRT-PCR qui montraient
que GadX active I’expression du LEE4 (Figure 46).

En conclusion, GadX réprime 1’expression de gadE et de ler, mais active I’expression des
autres opérons du LEE. GadE réprime quant a lui tout les opérons du LEE et active I’expression
de gadX. Nous nous sommes alors demandé si GadE et GadX répriment I’expression du LEE par

la méme voie de régulation ou non, et donc si I’un est épistatique a 1’autre ou pas.

7. GadE et GadX sont-ils épistatiques pour la régulation de I’expression du LEE ?

Afin de voir si GadE et GadX sont épistatiques, nous avons analysé I’expression des

différents génes du LEE dans le double mutant AgadE/AgadX (Figure 24).

Analyse transcriptionnelle

Dans le double mutant AgadE/AgadX 1’expression du LEE1 est identique a celle observée
dans le simple mutant AgadX. GadX est donc épistatique a GadE dans la répression de ler. En
revanche, I’expression de espA et tir est activée de la méme facon dans le double mutant que
dans le mutant AgadE. GadE est donc épistatique a GadX pour la régulation du LEE4 et du
LEES. GadE activant I’expression de gadX (Figure 53), dans le mutant AgadE il y a moins de
transcrits de gadX, et donc plus de transcrits de ler. Par contre, GadX réprime 1’expression de

gadE (Figure 53). Dans un mutant AgadX, on a donc plus de transcrits gadE. Cette
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augmentation de la synthése de GadE induit une répression de I’expression de espA et tir : GadX
active donc indirectement 1’expression de espA et tir en réprimant 1’expression du répresseur
GadE.

On observe une chute de I’expression du LEE2, du LEE3 et de eae dans le double mutant
AgadE/AgadX. Cependant, 1’expression observée dans le double mutant est plus faible que
I’expression observée dans le mutant AgadE et dans le mutant AgadX. Dans le double mutant
AgadE/AgadX, il doit y avoir un autre régulateur qui réprime I’expression de LEE2, LEE3 et eae.
Ce régulateur serait présent en plus forte quantité dans le double mutant que dans les simples
mutants, ce qui suggere que GadE et GadX répriment ’expression de celui-ci indépendamment
I’'un de I’autre. Le géne eae est codé par le LEES, tout comme tir, cependant leur expression
n’est pas similaire puisque tir est activé dans le double mutant alors que eae est réprimé. Une
hypothese est que le régulateur contr6lé par GadE et GadX soit un régulateur de la stabilité des
ARNmM du LEE qui stabiliserait les ARN messagers de tir ou déstabiliserait ceux de eae.
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Figure 53 : Nombre de transcrits des différents génes du LEE dans le double mutant AgadEAgadX
en absence ou en présence de Nor-4 comparativement a la souche sauvage, le mutant AgadE et le
mutant AgadX. Test t de Student : = : P<0.05 par rapport a la valeur de la souche sauvage sans

NO ; * : P<0.05 par rapport a la valeur de la méme souche sans NO (n=3).
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D’autre part, la répression du LEE1, du LEE4 et du LEES par le NO est toujours observée
dans le double mutant, comme dans les simples mutants. GadE et GadX n’agissent donc pas de

concert pour la répression du LEE par le NO. Un autre régulateur est impliqué.

8. Conclusion sur la régulation du LEE, de gadE et de gadX par le NO
En conclusion, Ler, GadE et GadX sont tous les trois impliqués dans la régulation du LEE,

avec des boucles de rétrocontrole positif ou de rétrocontréle négatif (Figure 54).
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Figure 54 : Représentation schématique de la régulation du LEE par Ler, GadE et GadX.

GadE réprime I’expression de ler en activant I’expression de gadX. GadX active I’expression
des opérons LEE2 a LEES en réprimant I’expression de gadE. De plus, Ler réprime 1’expression
de gadE et gadX. Cependant, Ler, GadE et GadX ne jouent pas un rdle majeur dans la régulation
des génes du LEE par le NO. Suite a ces observations, nous avons étudié le réle du régulateur

principal impliqué dans la réponse bactérienne au NO chez E. coli K-12, NsrR.

9. ROle de NsrR dans la régulation du LEE, de gadE et de gadX par le NO
Analyse transcriptionnelle

Afin d’analyser le role de NsrR dans la régulation de gadE, gadX et du LEE par le NO, nous
avons analysé I’expression des différents génes dans le mutant AnsrR et dans le mutant AnsrR
complémenté par un plasmide a faible nombre de copies sous contréle d’un promoteur inductible
a I’arabinose (Figure 55). Concernant la régulation du LEE par NsrR, nous nous sommes
focalisés sur la régulation de 1’expression du LEE1, du LEE4 et du LEES.
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Figure 55 : Nombre de transcrits des différents génes de ’AFI et du LEE dans le mutant AnsrR et
le mutant AnsrR complémenté par pnsrR en absence ou en présence de Nor-4. Test t de Student :
= : P<0.05 par rapport a la valeur de la souche sauvage sans NO ; * : P<0.05 par rapport a la
valeur de la méme souche sans NO (n=3).

L’expression de nsrR dans le mutant AnsrR complémenté est similaire a celle observée chez
la souche sauvage (résultat non montre). La Figure 55 montre que NsrR active I’expression du
LEE1, LEE4 et LEES. De plus, la répression par le NO est abolie dans le mutant AnsrR,
indiquant que NsrR est le régulateur clé impliqué dans la répression du LEE par le NO.
L’expression du LEE est restaurée dans le mutant AnsrR complémenté, ainsi que la répression
par le NO.

D’autre part, NsrR réprime I’expression de gadE et de gadX, et son activation par le NO
n’est plus observée dans le mutant AnsrR. NsrR est donc également le régulateur clé de
I’activation par le NO de I’expression de gadE et gadX. L’expression de gadE et de gadX est
restaurée dans le mutant AnsrR complémenté en absence de NO. Cependant, 1’activation de
I’expression de ces derniers par le NO n’est pas restaurée dans le mutant AnsrR complémenté.
Notre hypothése est la suivante : un régulateur impliqué dans 1’activation de 1’expression de
gadE et gadX par le NO serait affecté dans le mutant AnsrR, et la complémentation de ce dernier

ne permetrait pas de rétablir la fonction du régulateur intermédiaire.

133



Chapitre | : Régulation de [’expression du LEE

Analyse fonctionnelle

Afin de voir si NsrR active ou réprime directement I’expression du LEE, de gadE et de gadX,
nous avons effectué¢ des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine, comme nous
I’avons fait précédemment pour la fixation de GadE et de GadX. Nous avons amplifié¢ les
promoteurs du LEE1, LEE4 et LEES5 ainsi que ceux de gadE, gadX, et hmpA, ce dernier étant un
contrdle positif car il est une cible connue de NsrR. Nous avons d’abord analysé la fixation de

NSsrR sur les promoteurs de gadE, gadX et hmpA (Figure 56).
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Figure 56: Taux d’enrichissement des régions promotrices de gadE, gadX et hmpA
immunoprécipitées avec NsrR étiqueté poly-histidine, en absence (barres noires) ou en présence
(barres grises) de Nor-4.

Comme attendu NsrR se fixe sur le promoteur de hmpA, confirmant la fonctionnalité in vivo
de la protéine NsrR étiquetée 6-histidines (Figure 56). Par contre, NsrR ne se fixe pas sur les
promoteurs de gadE et gadX. L’action de NsrR sur I’expression de ces génes est donc indirecte.

Ensuite, nous avons analysé la fixation de NsrR sur les différents promoteurs du LEE
(Figure 57).
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Figure 57 : Taux d’enrichissement des régions promotrices du LEE1, LEE4, LEES et de hmpA
immunoprécipitées avec NsrR étiqueté poly-histidines, en absence (barres noires) ou en présence
(barres grises) de Nor-4.

NsrR se fixe sur les promoteurs du LEE1l, du LEE4 et du LEE5 (Figure 57). Plus
precisément, NsrR se fixe sur lerP1, le promoteur distal de ler, sur le promoteur de espA, et
majoritairement sur la région 3 du promoteur de tir, qui correspond a la région médiane du
promoteur.

Une séquence consensus de la fixation de NsrR a été décrite chez E. coli K-12. Celle-ci est
constituée de deux moitiés de 11 pb chacune (Tucker et al., 2010b). NsrR se fixe en dimére sur
la totalité de la séquence consensus, ou chaque protéine NsrR se fixe sur une moitié de la
séquence. Une seule protéine de NsrR peut également se fixer sur une moitié de la séquence
consensus, et 1’autre protéine NsrR du dimere se fixe alors de facon non spécifique a I’ADN
(Tucker et al., 2010b). La présence d’une seule moitié de séquence consensus est alors suffisante
a la fixation de NsrR. Afin de vérifier que les différents promoteurs du LEE sur lesquels NsrR se
fixe possédent cette séquence consensus, une analyse bioinformatique a été effectuée sur les
régions promotrices utilisées dans les expériences d’immunoprécipitation de la chromatine

(Figure 58).
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Moitié du site 11pb  Moitié du site 11pb

AAGATGCATTT A AAATACAACTT
C TT AA T G GT TTAA
T G

Séquence du site
consensus de NsrR

LEEl-ler AtCATTgATTT T AAATGgATTTT
LEE4-espA AAGtTTTATTT T ATATGaggaTA
LEES-tir gtttTTTAaTA T AAATGaATGTT

Z;g:‘:ggt:oiv::nlsus 1¢emoitié du site 2¢me moitié du site Site entier
ler 81.8 90.9 86.9
espA 90.9 63.6 78.2
tir 545 90.9 73.9

Figure 58 : Alignement de la séquence consensus de fixation de NsrR avec les séquences
promotrices de LEEL, LEE4 et LEES. En vert sont représentés les nucléotides correspondant a la
séquence consensus, en rouge ceux qui ne correspondent pas a la séquence consensus. Le tableau
représente les pourcentages d’identité des séquences consensus retrouvées dans les régions
promotrices de LEE1, LEE4 et LEES avec la séquence consensus de NsrR décrite.

La Figure 58 montre qu’il y a des séquences consensus de fixation de NsrR dans les
promoteurs du LEE1 (correspondant a la région P1), du LEE4 et du LEE5 (correspondant a la
région P3). La séquence consensus compléte est présente dans lerP1, ce qui correspond aux
résultats d’immunoprécipitation de la chromatine. Les régions promotrices espA et tirP3
possedent quant a elles une moitié¢ de la séquence consensus, suggérant qu’une seule protéine
NsrR se fixe a chacun de ces promoteurs. La région tirP3 correspond a la région du promoteur tir
qui présente le taux d’enrichissement le plus élevé dans les expériences d’immunoprécipitation
de la chromatine (Figure 57).

En accord avec I’absence de fixation de NsrR sur les régions promotrices de gadE et de
gadX, la recherche de la séquence consensus de fixation de NsrR sur ces fragments d’ADN s’est

avéree néegative.
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Réle de NsrR dans la sécrétion des protéines effectrices

Nous avons effectué un western-blot sur les surnageants de culture de la souche sauvage et
du mutant AnsrR en absence ou en présence de Nor-4, afin de voir si la répression de
I’expression des génes du LEE4 observée dans le mutant AnsrR est corrélée a une diminution de

la sécrétion des protéines correspondantes (Figure 59).

EDL933 ANnsrR
NO + - +
DR — c— EspB (LEE4)

Figure 59 : Western-blot des échantillons protéiques issus des surnageants de culture de la souche
sauvage et du mutant AnsrR en absence ou en présence de Nor-4.

La Figure 59 montre que la sécrétion de EspB est inhibée dans le mutant AnsrR et qu’iln’y a
plus de répression de la sécrétion par le NO. Ces resultats sont en accord avec les résultats de
gRT-PCR qui montraient que NsrR active I’expression du LEE4 et qu’il n’y a plus de répression

par le NO dans le mutant AnsrR.

137



Chapitre | : Régulation de [’expression du LEE

10. Modele de régulation du LEE
En I’absence de NO NsrR réprime indirectement 1’expression de gadE et de gadX, et active

directement I’expression du LEE1, LEE4 et LEES en se fixant probablement sur les s€quences
consensus potentielles de NsrR présentes dans les promoteurs de ces derniers (Figure 60). Les
analyses bioinformatiques montrent que le site consensus entier est relativement bien conservé
dans le promoteur du LEEI, suggérant qu’un dimére de NsrR se fixe sur cette région. En
revanche, les promoteurs du LEE4 et du LEES ne possédent qu’une moitié¢ de site relativement
bien conservée, suggérant qu’une seule protéine NsrR se fixe spécifiquement sur ces régions.
NsrR agissant en dimere, ’autre protéine aurait une fixation aspécifique. Des analyses
complémentaires sont nécéssaires concernant la régulation de 1’expression du LEE2 et du LEE3

par NsrR.

Régulation de’expression du LEE en absence de NO
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Figure 60 : Modele de régulation du LEE par Ler, GadE, GadX et NsrR en absence de NO.
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En présence de NO, ce dernier se fixe sur NsrR, qui change alors de conformation et se
détache de ses cibles ADN (Figure 61). Ainsi il ne régule plus ’expression ou I’activité de
I’intermédiaire qui 1’active I’expression de gadE et de gadX, et il n’active plus lui-méme
I’expression des opérons LEE1, LEE4 et LEES. On observe alors une répression de I’expression
du LEE1, LEE4 et LEES en présence de NO, due a la fois a ’augmentation de GadE et a

I’absence de fixation de NsrR.

Régulation del’expression du LEE en présence de NO
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Figure 61 : Modele de régulation du LEE par Ler, GadE, GadX et NsrR en présence de NO.
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Discussion et perspectives

La résistance a ’acidité et 1’adhésion aux cellules intestinales sont deux facteurs importants
dans la physiopathologie des infections a EHEC, notamment de sérotype O157:H7.
L’importance de la mise en place de ces processus uniquement dans le compartiment
physiologique ou ils sont requis implique que les EHEC ont établi des mécanismes de régulation
inversement coordonnée pour la résistance a 1’acidité codée par 1I’AFI et I’adhésion intestinale
codée principalement par le LEE. Plusieurs études ont montré que I’activateur principal de I’ AFI,
GadE, réprime ’expression des geénes du LEE (Kailasan Vanaja et al., 2009; Tatsuno et al.,
2003; Tree et al.,, 2011). Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu n’ont pas été
décrits. D’autre part, le systtme immunitaire de ’Homme a mis en place des stratégies pour
lutter contre les infections. Parmi ces stratégies, la réponse immune innée, qui est la premiére
défense lors d’une infection microbienne, se caractérise notamment par la synthése de NO, un

agent antimicrobien.

Le NO endogene, produit par les cellules épithéliales intestinales, aussi bien qu’exogene,
apporté par un donneur de NO, inhibe I’adhésion des EHEC aux cellules épithéliales intestinales
(Vareille, 2008). L’adhésion des EHEC aux cellules épithéliales intestinales est majoritairement
due au SSTT et aux protéines qu’il sécréte, codés par le LEE (Garmendia et al., 2005). Notre
étude a permis de préciser la cascade de régulation du LEE par GadE et GadX chez la souche
EHEC 0157:H7 EDL933. De plus, nous avons montré que NsrR, qui est le régulateur principal
impliqué dans la réponse d’E. coli K-12 au NO, est la protéine clé de la répression du LEE par le
NO. Nous proposons ainsi un modele de régulation du LEE dans lequel NsrR réprime
I’expression des opérons du LEE par deux voies, ['une directe, et ’autre indirecte en activant

I’expression de gadE et de gadX.

Ler est I’activateur principal des autres opérons du LEE (Elliott et al., 2000 ; Hacker &
Kaper, 2000 ; Mellies et al., 1999 ; Sperandio et al., 2002). Mais notre étude a montré que
lorsqu’il est surexprimé, il réprime au contraire leur expression. Le SSTT est ancré dans la
membrane bactérienne. Il est donc probable qu’une synthése trop importante de celui-Ci
engendre une perturbation de la membrane et mette en jeu la survie bactérienne. Notre hypothése
est qu’il existe des régulations encore inconnues a ce jour qui viennent contrebalancer
I’activation des différents opérons du LEE lorsque Ler est présent en concentration trop
importante.
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Chez la souche EHEC O157:H7 Sakai, Ler et PchA répriment I’expression de gadE et gadX
en se fixant sur leurs promoteurs respectifs (Abe et al., 2008). Cependant, les mécanismes de
régulation ne sont pas connus, a savoir si Ler et PchA agissent indépendamment 1’un de 1’autre,
ou s’ils ont besoin 1’un de ’autre pour se fixer sur le promoteur de gadE et gadX. Notre étude a
montré que chez la souche EDL933 Ler réprime aussi I’expression de gadE et de gadX mais ne
se fixe pas sur leurs promoteurs respectifs. Cette répression par Ler est donc indirecte chez
EDL933. Chez la souche EDL933, il existe des homologues aux genes pchCDE, mais pas
d’homologue a pchA et pchB. On peut donc supposer la présence d’un autre régulateur dans la
souche EDL933, dont I’expression serait régulée par Ler, qui n’agirait pas en dimere avec ce

dernier mais plutdt en aval dans la cascade de régulation.

La voie par laquelle GadE réprime 1’expression du LEE est controversée. En effet, alors que
les travaux de Tatsuno et al. et 