Université H

UNIVERSITE DE STRASBOURG | i

de Strasbourg Il

Ecole doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé

UMR 7242 —BSC / UMR 7357 — ICube

TH ESE présentée par :
Thibaut HUBERT

soutenue le : 18 septembre 2023

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université de Strasbourg

Discipline : Sciences de la vie et de la santé

Spécialité : Aspects moléculaires et cellulaires de la biologie

Adaptation de Pseudomonas aeruginosa a |'acquisition
du fer : modélisation mathématique des switchs

/7 .
phénotypiques

THESE dirigée par :

Dr. Isabelle SCHALK Directrice de Recherche, Université de Strasbourg

Dr. Morgan MADEC Maitre de conférences, Université de Strasbourg
RAPPORTEURS :

Dr. Pascal ARNOUX Directeur de Recherche, Aix-Marseille Université

Dr. Nadia IZADI-PRUNEYRE Directrice de Recherche, Université Paris Cité
EXAMINATEURS :

Pr. Laurence SABATIER Professeur, Université de Strasbourg

Dr. Pablo MANFREDI Chargé de recherches, Université de Bale

INVITE :

Dr. Julien GODET Maitre de conférences / Praticien hospitalier, Université de Strasbourg






Remerciements

Je tiens aremercier en premier lieu I'ensemble des membres du jury de soutenance, Dr. Pascal Arnoux,
Dr. Nadia Izadi-Pruneyre, Pr. Laurence Sabatier et Dr. Pablo Manfredi pour avoir accepté de juger mon
travail de thése. Merci également au Dr. Julien Godet d’avoir accepté de faire partie de ce jury en tant
gu’invité. Et je remercie une seconde fois Dr. Pascal Arnoux et Dr. Julien Godet pour avoir constitué le

jury de mon Comité de Suivi de These.

Je remercie Isabelle pour m’avoir accueilli dans I’équipe et pour m’avoir fait confiance sur ce projet de
these un peu particulier avec son sujet transversal. Merci pour toutes les discussions tres

enrichissantes sur le sujet et merci pour ton soutien tout au long de ces trois années.

Un grand merci a Morgan pour m’avoir fait confiance pour réaliser ce projet sans gros bagage en
modélisation. Tu m’as fait découvrir un domaine que je ne connaissais pas et auquel j’ai bien accroché,

et je pense que c’est grace a ta patience, ton optimisme et ta bonne humeur.

Je tiens a remercier Gaétan de m’avoir accueilli dans I'équipe, merci de ta bienveillance et de ta bonne
humeur. Merci a toi Olivier pour tes idées, tes questions et tes critiques toujours treés constructives, et
merci de m’avoir aidé a mettre au point certaines expériences. Un grand merci a Anne pour toute ton
aide et merci a Valérie, Coraline, Pierre, Régine, Véro et Francgoise pour votre soutien tant

professionnel que personnel.

Merci a toute la team du midi pour ces pauses repas tres enrichissantes intellectuellement : Aline,
Virginie (les commandes consommables n’avaient qu’a bien se tenir), Manon, Pauline (et un grand
merci pour ton aide pour sortir tous mes résultats), Johan, Gwen, Sarah, Seb, Christos, Linna et tous

les stagiaires. Merci pour cette belle entraide au travail et pour tous ces moments en dehors.

Je tiens a remercier solennellement les girls du bureau, Pr. Lemare et Doc Puja. Marion, on s’est lancé
dans nos theses comme des miséreux et on s’en est sorti comme des seigneurs, la téte haute et sur les
épaules, aucun craquage, que du sérieux. C’était cool d’étre en binbme pour traverser toutes ces
étapes, ces virages et ces contre-sens. Hélene, merci d’avoir toujours été la dans cette aventure faite
de hauts, de bas et de headbangs. Toujours présente au poste d’attaquant de pointe de la bonne
réplique et de défenseur central aux tacles glissés incontrdlés. Un grand merci a vous deux mes petites

bobos wokistes alphas du bureau de I'enfer.



Merci aux chameaux du SPP et a toute la bande de joyeux lurons campagnards : Robin, Pierre, Val,
Bertrand, Charles, Loudav, Sysy, Coco, Lulu, Guigui, Yoyo, Anais, Lélé, Julie, Soso, Julo, Julie P, Sarah,
Flo et Théo. Ca fait toujours un bien fou de vous voir, vous étes une belle bande de copains les copains.

Que du love.

Merci a mes frérots Lyes, Brieuc et Patrick, mes Pillar Men. Un soutien sans faille et inconditionnel

depuis toujours, le sang de la veine.

Un énorme merci a mes parents Claire et Jean-Luc et a mon big bro Antoine pour tout ce que vous
m’avez apporté. Merci a toute la famille, mais également a Marie Claude, Jacky, Maxime, et toute ma

belle-famille de m’avoir toujours soutenu et encouragé.

Et pour finir, merci & Emilia sans qui je ne serai peut-étre pas arrivé au bout de cette thése. Merci du

fond du cceur pour tout, merci d’illuminer ma vie et de me donner la force de persévérer.



Table des matieres

Liste des figures et tableauX ............ooiviveiiiiiiiiii e 7
Liste des abréviations..........coocuiiiiiiiiiiiiie e 11
PARTIE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE........ceiueiiieiiteciete et 15
Chapitre | : Pseudomonas aeruginosa et le fer..........cccoovviiiiieiiineciieeeeeee 17

1 PseudomonQs QEIrUGINOSA ...........eeeeeceueeeeeeiiureeeeiisseeeesisseesesesssessesssseesssssesssssssssssenssens 19

1.1 Une bactérie ubiquitaire et OppOrtUNISTE ......ccceecciuiiieee e 19

1.2 Infections et résistance antimicrobi€NNe ..........cccoviiiiiiiiii i 20

2 Acquisition du fer par P. QEruginoSa .............euccccuueeeeeiiieeeeeciieeeeeciteee e eeree e eevaee e e 22

2.1 Le fer, élément clé de la biochimie des étres vivants ...........cceoeeeeeeicciciiiiiinieeeeeeee, 22

2.2 Les sidérophores, molécules chélatrices de fer ..., 23

22,0 GBNBIAEES ettt 23

2.2.2  Sélectivité et groupements ChEIATRUIS.........c.i i 24

2.3 Les transporteurs de sidérophores de la membrane externe.........ccccceeeeecvieeeceecnnnen. 25

2.3.1 Lestransporteurs TonB-dépendants présents dans le génome de P. aeruginosa .................... 25

2.3.2  Affinité d’un TBDT pouUr SON [N .......oiiiiiieiicee e 28

2.3.3  Transport du complexe sidérophore-Fe a travers la membrane externe .........ccccoeeeevevviieennan. 28

2.4 Devenir du complexe sidérophore-Fe dans le périplasme........ccccccvveeeiieiciiieeeeeeecnnnen, 31
Chapitre Il : Systémes de régulation de P. aeruginosa pour |'acquisition du fer ......... 33

1 Régulation transCriptioNNElIE.........eeeeiieeveeeieieeeeeccee e 35

1.1 N o o] =11 o <IN LU | TSR 35

1.2 [T L O o TP PT TR 39

1.3 Le systéme @ deUX COMPOSANTES ....uviiiiiiiiriiieeeeeiiiieeeeeeriiree e e e e ssbrere s e e s sarbeeeeesssnansees 42

1.4 Les régulateurs de tyPe AraC ......uuiiieei ittt e et sree e e e e e s e e e e e nares 44

1.5 Les régulateurs de tyPe ICIR ..o e 45

1.6 =Y 0 P T T SO U PP PPRRPPRRTOPRROPRO 46

1.7 Autres régulateurs transcriptionNNels ........coiii i 49

2 Régulation post-transcriptionnelle..........ccuuveeeeoiieeccccee e 49



2.1 Les petits ARN INTEI EIENTS ..oviii ittt e e e e e e e e e e e e e e aaaeeas 49

2.2 La protéine de 1iaison @ FARN HfQ ..ooeviiiiiiieieee et 51
Chapitre Il : Voies d’acquisition du fer chez P. aeruginosa...............ccccoeeeeeeeevvennnnnn.. 53
1 Voies d’acquisition du fer impliquant des sidérophores endogenes ...........c.c.cccueu.ee. 55
11 VO0I€ 08 1@ PVD ...ttt ettt et et e s e s aar e e e e e e s 55
1.1.1  BioSYNThESE € SECIETION c..ecviieiieee et 55
1.1.2  Import du complexe PVDI-Fe et régulation de [a VOI€..........ccoooviiiiiiiciicceecceeeeee e 57

1.2 VOIE AE 1A PCH .ttt e sbe e e e sae e e bt e e e 60
1.2.1  BioSYNThESE € SECIETION c..ecviieiiee et 60
1.2.2  Import du complexe PCH-Fe et régulation de [a VOIE.......ccooeeiiiiiiiiiicicceceeece 61

2 Voies d’acquisition du fer impliquant des sidérophores exogenes............cccccuvveeenneee. 63
2.1 V0ieS S CAtBCNOIS ... .eiieiiiiieeee e e e s e s e s 63
2.1 1 Tri- @ DICAtECNOIS 1ot 63

2. 111 L eNterODACTING ot 63

2.1.1.2 La protochéline, I'azotochéline et la salmochéline S4..........c.ccoovviiiiiiiciiiieceeee 68

2,12 MONOCATECNOIS ... 69

2.2 Voie des HYAroXamates .....cciccccuiiiiiei e e e escieeee e e e st e e e e e sta e e e e e e s saaaaaeeeeesnnaaneeeeas 71
2,21 L@ NOCANAMINE 1ttt ettt ettt ettt ettt ettt e bttt b et e ete et e 71
2.2.2 La desferrioXaming B.. ... oo 74
2.2.3 L T@ITICNIOME 1ottt ettt 75

23 Voie de 1a VIbriobacting .........cocuueiiiiiii e 76
2.4 Voie des mycobactines et carboxymycobactines.........ccccuvvveiiiiciiiiii i, 78
2.5 Voie de I'aérobactine, la schizokinen et la rhizobactine ............oovvvvvuvieeeiiiiiiiiiiiieiinnnn, 79

3 Autres voies d’acquiSition AU fEF........eeeveveeeeiiieireeeccce e 80
31 VOIE AU CIEFATE ..ottt 80
3.2 VOIE A M . 81
33 Voie du Pseudomonas quinolone signal ... 83
34 VO0iI€ AU FEI TRITEUX . ceiutiiieiiiie ettt et e st e st e e e sabbe e s snree s 84

4 Voies d’acquisition de métaux autres que le fer ........ccivieciieeeccieeeeeee e, 86
5 Les switchs phénotypiques concernant I'expression des voies d’'import du fer .......... 89

Chapitre IV : Sidéromycines naturelles et synthétiques, stratégie du Cheval de Troie 93

1 SidEromycings NALUEIIES.......eeevicerreeeicerteeececreee e e errre e e s ebrr e e e s e areee s 95
2 Sidéromycings SYNthELIQUES ......ccccueeeeieeeeieeecee et 96
2.1 (R ol<Y o [=T o Tolo ] ISR U U T 96



2.2 Sidéromycines synthétiques en développement ..........cceeeeieciiiieee e 97

Chapitre V : Modélisation mathématique des mécanismes biologiques de P.

(027 0o ok P 99
1 La modélisation dans le domaine de la biologie..........cccccouvrerercieeeieeiiieeeceeeee, 101

2 Modéles de différents mécanismes biologiques de P. aeruginosa. ..............cccueeen.. 102
Problématique du projet de theSe.......cuuiiiiiiiiiiiiiii e 103
PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES .....c.cooviieiriiieieiireieinieneiseese e 107
1 Matériel et méthodes biologIQUES........ccueeieiieeieieeceee e 109
1.1 Rapporteur transcriptionNnel .........uieeiiiicie e 109
1.1.1  FUSION transCriptionNNElE ..ooviiiiiie ettt 109

1.1.1.1  Description de 1a teChNIQUE .....c..ioveiieee e 109

1.1.1.2  GENes rappOrteUrs ULIHSES ...c.ioiiieiiiiiei i 109

1.1.2  CONSLrUCTION A8 MULANTS 1ovtiiiiiieiieietie ettt 110

1.2 Milieux et conditions de CUITUre .......cooceiiiiiiiiiee e 110

121 MIlIEUX @ CUIUIE ..ottt 110

1.2.2  CoONItioNS A8 CUITUIE ...iiiiieieceeee e 110

1.2.3  SUMNAZEANTS A8 CUITUIE ..oeiieice e 111

1.2.3. 1 SOUCNES ULIISEES ...t 111

1.2.3.2  Cultures de Kp et Ga et récupération des SUrNageaNntS........cccveveieieieieieieieieeeeeena 111

1.3 Y Lo L= o] o] o Yo =T3RS 111

2 Acquisition et traitement des dONNEES..........coccveeeieiieeeiiceieeeccree e 112
2.1 Analyse de croissance, de production de PVDI et de fluorescence.........c.cccceceeeunnnnenn. 112

2.2 PCR €N LEMPS FTEEL.eeiiiieeeiieee et e e e e e e e arae e e e e e e nnraeeas 112

2.3 Traitement de dONNEES .......cooiiiiiiiiiie ettt ettt s be e 115

3 Modélisation Math@mMatiQUe .........ccuueieieeiiiiiiceeee et e e eare e 116
3.1 Dynamique de flUOTESCENCE ........uviiieeieieeee ettt e e e e e e e e e areeeas 116

3.2 Modeéle de régulation de type « Hill » ..occcvveviiiiiiiiiieei e 118

33 Modele de régulation de type « Logarithmique » ......cccccvveiiiiiiiiieee e, 120

3.4 Méthode de comparaison entre jeux de doNNEEs.........cccvveeeeeiiiiiieeeeeeccceee e, 121
341 NOMMALISATION Lttt 121

3.4.2 Comparaison des données et modélisation COMMUNE ........cocviiiiiiieiiiieiicic e 122
PARTIE Il 1 RESULTATS. ...ttt ettt tevs sttt st st sn s sasrssas s sassssnsnnanas 125



Chapitre | : Approches expérimentales de protéomique et gRT-PCR pour étudier

I'expression des voies d’acquisition du fer chez P. ageruginosa...............cccc.oueuuununn. 127

Chapitre Il : Méthodes expérimentales et informatiques pour étudier les variations
comportementales de I'expression des TBDT en réponse a la concentration de
sidérophores chez P. Geruginosa...............c..uuueeeeiiiieeiiieiiieiiieeeeeeeeeee e 133

RESUIME @ I @TTiCl O oot e e e e e e e e e et r e e e e e e eeeeer e rereeereeereneneanenenas 135

Chapitre Il : Expression de PfeA, FoxA, FpvA et FptA en présence d’un exosidérophore

seul, d’'un mélange d’exosidérophores et d'un surnageant de culture de bactéries

productrices de SIdErophores .........euuiiieiiiiiiiiiei e 179
1 Expression de PfeA et FoxA en présence d’'un mélange d’ENT et NOCA ................... 181

2 Expression de PfeA et FoxA en présence de PROTO et DFOB........c.ccccceeevcvieerreeennee. 184
2.1 Expression de PfeA en présence d’un gradient de concentrations de PROTO............. 185

2.2 Expression de FoxA en présence d’un gradient de concentration de DFOB ............... 186

3  Expression de FpvA et FptA en présence d’ENT ou de NOCA.......cccceeeeeveeeeiiinveeennnns 188
3.1 Construction des souches rapportrices promfpvA-YPet et promfptA-YPet ................ 188

3.2 Analyse de I'expression génétique de fpvA en présence d’un gradient de
concentrations d’ENT ou de NOCA avec la souche promfpvA-YPet........cccccceeeeeccvieeeeeeccnnnnn. 192
3.2.1 Suivi de croissance, de production de PVDI et de fluorescence de YPet .......ccccceevvieveerennnan. 192
33 Analyse de I’expression génétique de fptA en présence d’un gradient d’'ENT ou de
NOCA avec a 1a souche promfPtA-YPEL .....cc.ueiieciiieciiee ettt e e et e e e e e 196
3.3.1  Suivide croissance et de fluorescence de YPEL .....ccciiiiiiiiiiiicceeee e 196

4  Expression de PfeA, FoxA et FptA en présence de surnageant de cultures de bactéries

Produisant des SIdErOPNOIES.......cuvviiieirreeieceee et srrr e e erre e e s eareeeeseanees 201
PARTIE IV : DISCUSSION & CONCLUSION.......ccuiiiiiiiiiiieeererriineeeerereeeeeeennnneeeenns 209
1 Construction génétique de géne rapporteur par fusion de promoteur...........c........ 211

2  Expression génétique de pfeA et foxA en présence de concentrations croissantes d’un

Lo [ [T 0] o] o Vo T 212
3  Expression génétique de fpvA et fptA en présence de concentrations croissantes d’ENT
OU AE NOCA ...ttt ettt s e b e s ab e st et e e bt e s bt e b e sabesbeentesneebeeanes 214

4  Quantifications de sidérophore dans des surnageants de culture .........cccceeevveeenee. 216



5 Modéles d’apprentissage pour la modélisation de |'expression de TBDT en présence

de mélange de SIdEroOPROrES..........uuiii ittt e e e ebre e e e aaae e e eenes 217

5.1 o] o1 I<T o o F- 1A o LU U Ut 217

5.2 Régression par plus proches voising (KNN) ......c..oeeiiiieiiiiee et ceee e 218

5.3 Arbres de dBCISION ...c..eeiiuiieiiieceee ettt sttt 219

5.4 Réseaux de neurones (NN ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e s asbaaaearaeees 220

5.5 Problématique du sUrapprentiSSAgE......ccuuiieeieeciiieee e et e et e e e e e etrae e e e e e e 221

5.6 Modélisation des données de mélanges avec I'approche de machine learning ......... 222

I 07 o Yol [T o o 225
BibliOgraphie.......ceeeee e 227
Y 01T = 251






Liste des figures et tableaux

Figure 1: P. aeruginosa vue par microscopie électronique a balayage (Tsang et al., 2003)................. 18
Figure 2 : Exemples de sidérophores et de leurs fonctions chélatrices .........cccovuvveeiiiiciiiieeeeeccciieeen, 23
Tableau 1 : Constantes d’affinité (Ka) de différents sidérophores pour le fer ferrique ....................... 24
Figure 3 : Structure cristallographique de PirA (Moynié et al., 2017).....ccccceeeeiireiiciiee e 25
Tableau 2 : Transporteurs TonB-dépendant de P. aeruginosa PAOL .........cccooccvvveeeeeiiciiieeeeeeiciieeeenn 26

Tableau 3 : Constantes de dissociation (Kd) de différents transporteurs TonB-dépendant avec

différents ligands COMPIEXES QU FEI......cocii i e e e e e e aaraeee e 27
Figure 4 : Structure du complexe ExbB-ExbD dans des nanodisques lipidiques (Celia et al., 2019) .....28
Figure 5 : Processus de transport TONB-dépendant ..........cceouvcuiiiiieeiiiiiiieee e cciieeee e eecirree e e s e senaeee e 29
Figure 6 : Mécanisme de la régulation MEdiée Par FUN .........occuiiiiie i 35
Figure 7 : Implication de Fur dans I’'homéostasie du fer chez P. aeruginosa.............cccccovueeeeecccvvnnnnnn. 37

Figure 8 : Mécanisme de transduction du signal des ECF-o avec protéolyse intramembranaire régulée

......................................................................................................................................................... 39
Figure 9 : Vue schématique de la liaison de I'holoenzyme RNAP aux régions promotrices (Mejia-

AIMONTE BT al., 2020) ... .ttt ettt ettt e ettt bt taaaaaeaaeeeeeeeaaeeanennanrraarre 40
Tableau 4 : Facteurs o et anti-o de P. aeruginosa PAO1 associés a leur TBDT ........ccoeeeeiieieicccccinnnnnnnns 41
Figure 10 : Mécanisme d'un systéme de signalisation a deux composantes........cccccovvcvvveeeeiriciveenennn, 42
Figure 11 : Mécanisme de régulation de la transcription par les régulateurs de type AraC................. 44
Figure 12 : Structures des molécules signal (auto-inducteurs) du QS ........ccoeccviieeeeeeiciiieee e, 46
Figure 13 : Les quatre voies du QS (Las, Rhl, Pgs et OXylipings) ......ccoeccuriiiiiiiciiiiiiee e 47
Figure 14 : STruCtUre d@ 1@ PVD .. . uu ettt ree e e e e e e e e e aaaaae e e e e e s e s e s annnnnsrnnes 54
Figure 15 : Voies de biosynthése de la PVDI chez P. aeruginosa PAO1 (Schalk et al., 2020) ................ 56
Figure 16 : Structure aux rayons X de FpvA, le TBDT du complexe PVDI-Fe (Brillet et al., 2007).......... 57
Figure 17 : Voie d’acquisition du compleXe PVDI-FE ........ccoiiiiiiiiiie ettt avaeee e 58

Figure 18 : Organisation des genes des voies de biosynthese et d’acquisition de la PVDI chez PAO1 .59

Figure 19 : StruCture d@ 1 PCH.....ciii ittt ettt e e et e e e e st r e e e e e saabaeeeeeesansaeneeeas 59
Figure 20 : Structure aux rayons X de FptA lié au complexe PCH-Fe (Brillet et al., 2011)........cc.uec...... 60
Figure 21 : Voie d’acquisition du compleXe PCH-FE .........cooiiiiiiiiiii ettt 61

Figure 22 : Organisation des genes des voies de biosynthése et d’acquisition du fer par la PCH chez

Figure 23 : STruCtUIre d@ I'ENT ....uuiiiee ettt et e e e et e e e e s ettt e e e e e e eaataaeeeeeennsaaaeeesesnnsenaeeaas 63



Figure 24 : Structure aux rayons X de PfeA (Moynié et al., 2019) ......ccccuviriiiiiiiiiieeee e 64

Figure 25 : REZION PromMOtriCe U@ PFEA.....cooo ittt et e e e e e e e e taae e e e e esansaeaeaeas 65
Figure 26 : Voie d’acquisition du compleXe ENT-Fe........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiierieeeeeeeee e e e e e e e e e e e ee s e e sennnnnnes 66
Figure 27 : Organisation des genes des voies d’acquisition des exosidérophores chez PAO1.............. 67
Figure 28 : Structures de sidérophores tri- et bicatécholés..........ccccoeviiiiiiiiiicii e, 68

Figure 29 : Structures de monocatéchols chélateurs de fer et pouvant étre utilisés comme des

SIdErophores Par P. GEIUGINOSQ ...........uuuiieieciiiieeeeeseiiieee e eeeettee e e s s ssetaeeeeesssabareeessessssaeeesssssssaeeaeens 69
Figure 30 : Voie d’acquisition des complexes monocatéchols-fer.........coovvivviiiieiiiiiiccieeee e, 70
Figure 31 : Structure de 1a NOCA ... ettt e e e e e e et e e e e e s eata e e e e e eesantaaeeeesesnsnraeneeaas 71
Figure 32 : Structure aux rayons X du complexe FoxA-NOCA-Fe (Normant et al., 2020).........cccuueee.... 72
Figure 33 : REZION PromMOLriCe AE fOXA ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e s e e s nnnnennes 73
Figure 34 : Structure de 1a DFOB ......occuiiiiiieecciitiee ettt ettt e e e e st e e e e s ssataae e e e s ssnntaaeeeesennnnrsenaeeas 74
Figure 35 : Structure du FERRI €t de SES AEIIVES .....cccccuiiiiiieeiiiiiiiee et e e e e e araeee e 74
Figure 36 : Voie d’acquisition des sidérophores de type hydroxamate complexés au fer.................... 75
FIgure 37 : STrUCTUIE d@ 1@ VIB .....ueeeieiiiiieeeeeeeeeee et ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ses e s s nnnnnnnnnnes 76
Figure 38 : Voie d’acquisition du compPleXe VIB-Fe......ccccuuiiiiiiiiiiiiieeieciiieee e ee e ssvree e e e s e savaeee e s 77
Figure 39 : Structure générale des MYCO €t CIMYCO .......oiiiiiiiiiiiiieeeiiiiieeee e et e e e ssiree e e e s e saraeeeaeas 77
Figure 40 : Voie d’acquisition des complexes MYCO-Fe et CMYCO-Fe.......cccovviuriiereeeiiiiiieeeeeeccinneeeenn, 78
Figure 41 : Structures de sidérophores mixtes de type a-hydroxycarboxylate/hydroxamates............ 79
Figure 42 : STructure du CItrate ......uueiiiiieieeeeeeeeec e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e nnnnnenees 79
Figure 43 : Voie d’acquisition du complexe Citrate-Fe......ccccovvviiiiiiiiiiiiiiee e 80
Figure 44 : Structure de "N MIE B ........eeiiieiee ettt ettt e et e e e et e e e e e aaaae e e e e ennanraeeeeeas 81
Figure 45 : Voie d’acquisition de 'NEME .......c..uviiiiie e et e e e e aeee e 82
FIZUre 46 : STrUCTUIE dU PQS ....oueiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt e e e e e e e eeeaaaaaaaeeeeesesessaaannnsnnrnnes 82
Figure 47 : Voie d’acquisition du fer par le systeme PQS .......cccuvviiiiiiiiiiiiee e e e srree e 83
Figure 48 : Structures de phénazines produites par P. Geruginosa ...........cccccceceuveeeeeeiciiveeeeeesecvveneaens 84
Figure 49 : Voie d’acquisition du fer fEITEUX ........eeiiiiiiiiiiie e e e e e aaraee e 84
Figure 50 : Structure chimique de la pseudopaling ... 85
Figure 51 : Voie d’acquisition de la pseudopaline complexée au zinc ou au nickel ..........cccceevvinnnennnnn. 87

Figure 52 : Mécanisme d’adaptation phénotypique de I’expression des voies d’acquisition du fer chez

P. aeruginosa en présence d’eXoSidErophores........ccuueeiiiicciiiiiie e et e e e eaaaeee e 90
Figure 53 : Structures des albomycines et du CEfiderocol .........cuvviiiiiiiiiiiiii i, 95
Figure 54 : Structure des vecteurs TCV, MECAM €t DOTAM .......uoiiiiiiiiiiiiieeeiiiieeeeesssireeeeesesaneeneees 97
Figure 55 : Schéma du fonctionnement du MOl .......uvviiiiiiiiiiiie e 104
Tableau 5 : Souches mutantes construites par fusion transcriptionnelle..........cccoceeeiiiiiiieeieeeccnnnen. 109



Tableau 6 : Souches utilisées pour les expériences avec surnageants de culture .........ccccceeeeeeennnnenn. 110

Figure 56 : Equation de production P(1) .......cccceeiuriiuiuieiiciceesesss s 117
Figure 57 : Exemple d’équations de Hill H(X) «.oceeiririiiiiiiiee ettt 119
Figure 58 : Exemple d’ @qUation LX......cccouiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e et e e e e e s snvaee e e s e s areneeas 120
Figure 59 : Exemple de comparaison de jeux de données NOrmalisés .........cccoccvvveeeeeeiiiiieeeeeeecnneeen. 122

Figure 60 : Clustermap de I’expression des TBDT présents dans le génome de P. aeruginosa par
ANAIYSES PrOLEOMUGUES coiiiiiiiiiiieeeeiititt et e e sttt e e e e sttt e e e s ssabbeeeeessassabaaeeesessssaaeeeessssssreeeeessssreees 129
Figure 61 : Valeurs [3 trouvées en cultivant prompfeA-mCherry et promfoxA-mCherry en présence
d’un mélange d’ENT et de NOCA .........oe ittt e e et e e e e e s ta e e e e e s s abtaeeeeeesnsrneeas 181
Figure 62 : Valeurs 3 de la souche promfoxA-mCherry cultivée avec des mélanges de NOCA (30, 50 ou
70 uM) et ’ENT (gradient de 0,1 3 100 LM ...eeiiiiiiiiiiiiee et e et e e et e e e e e e rree e e e e e anraeeas 182
Figure 63 : Taux de production de mCherry () pour la souche prompfeA-mCherry en fonction de
gradients de concentrations de PROTO €t ENT .....ccoviiiiiieiiiiiiiieee e ecitreee e eeiree e e e srrre e e e e e anveeeas 185
Figure 64 : Taux de production de mCherry () de la souche promfoxA-mCherry selon des gradients
de concentration de différents sidérophores hydroXamates ...........cccovveeeeeeiiiiieee e, 186
Figure 65 : Analyse de la transcription de pfeA, foxA, fovA et YPet pour la souche promfpvA-YPet en
Présence d’ENT OU @ NOCA ........euiiiiiee ettt ettt e e e e e e e e st a e e e e e s saaaeeeeeeeassaseeeeesnnsssaeeeeann 188
Figure 66 : Analyse de la transcription de pfeA, foxA, fptA et YPet pour la souche promfptA-YPet en
Présence d’'ENT OU @ NOCA ...ttt ettt e e ettt e e e e e et r e e e e e e e s abbaeeeesesaasaseeeseesnssaaeeaaann 190
Figure 67 : Suivi de croissance et de production de PVDI de la souche promfpvA-YPet..................... 192
Figure 68 : Fluorescence a 540 nm de la souche promfpvA-YPet au cours de la croissance en présence
des sidérophores ENT OU NOCA ........ooiiiii ettt e e et e e e e e st re e e e e e s snbaa e e e e e e snbaaeeeeeennneaneas 194
Figure 69 : Fluorescence a 540 nm de la souche promfptA-YPet au cours de la croissance en présence
des sidérophores ENT OU NOCA ........ooiiiii ettt e e e e etee e e e e e ettt e e e e e e e abbaeeeeeeenbseeeaaeeennraneas 196
Figure 70 : Variation de la production de YPet pour la souche promfptA-YPet cultivée en milieu CAA
en absence et en présence de concentrations croissantes d'ENT et de NOCA..........ccccveeveeecnnnnenn. 198
Figure 71 : Normalisation de I'eXxpression de fPtA..........uuvieeiieciiieie et reee e e e 199
Figure 72 : Suivi de croissance et de fluorescence des souches prompfeA-mCherry, promfoxA-
mCherry et promfptA-YPet en présence de surnageants de culture de Kp WT, Kp AentC ou Ga...201
Figure 73 : Production de mCherry par la souche prompfeA-mCherry et de YPet par la souche
promfptA-YPet dans des cultures avec du surnageant de Kp........ccoveeeeeeiciiieeeeccccciieee e 203

Figure 74 : Production de mCherry par la souche promfoxA-mCherry et de YPet par la souche

promfptA-YPet dans des cultures avec du surnageant de Ga ............coooeeeeeccccciniiinniiiieeeeeeeee e, 205
Figure 75 : Exemple de la méthode KNN aVeC K =5 ......ooiiiiiiieiiiie ettt 218
Figure 76 : Exemple de [a ME&thode RN ........ccociiiiiiiiiiiieec ettt e e et e e e e e 219



Figure 77 : Exemple de [a ME&thode NN .......ccooiiiiiiii e e e e e e e e aarae s 220

Figure 78 : Comparaison des modeéles de production de mCherry par promfoxA-mCherry en présence

de MEIaNges A’'ENT €L NOCA ....oooeiiiieeeie e re e e e e e e e e e eeaaaaeaaeeeeeeeesessannnnssnnssnrennns 222
Tableau 7 : Souches et plasmides utilisés dans ce travail..........ccoocceeiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 250
Tableau 8 : Oligonucléotides utilisés dans ce travail ........ccceeveeciiiiiii e 251

10



ABC
ADN
ARN
AZOTO
AZOTO-Fe
CAA
cDNA
cMYCO
CMYCO-Fe
Cq

CsS
DFOB
DFOB-Fe
DMSO
DO4100 nm
DO¢goo nm
DOTAM
E

ECF-o
ENT
ENT-Fe
FERRI
FERRI-Fe
Fur

Ga

Gol

Has

IMC

IML

Ka

Kq

KNN

Liste des abréviations

ATP Binding Cassette, cassette liant I'’ATP

Acide Désoxyribonucléique

Acide Ribonucléique

Azotochéline

Azotochéline complexée a Iion ferrique
Casamino Acid

complementary DNA, ADN complémentaire
Carboxymycobactine

Carboxymycobactine complexée a I'ion ferrique
Cycle of quantification, cycle de quantification
Cell Surface Signaling, signalisation de la surface cellulaire
Desferrioxamine B

Desferrioxamine B complexée a I'ion ferrique
Diméthylsulfoxyde

Densité Optique a 400 nm

Densité Optique a 600 nm

1,4,7,10-tetrakis(carbamoylméthyl)1,4,7,10-tetraazacyclododécane

Efficacité d’amplification

Facteur o a fonction extracytoplasmique
Entérobactine

Entérobactine complexée a I'ion ferrique
Ferrichrome

Ferrichrome complexé a I'ion ferrique

Ferric Uptake Regulator

Glutamicibacter arilaitensis

Gene Of Interest, gene d’intérét

Heme-acquisition system, systéme d’acquisition d’héme
Interpolation Multidimensionnelle Cubique
Interpolation Multidimensionnelle Linéaire
Constante d'affinité pour le fer ferrique

Constante de dissociation d’un TBDT avec un ligand

K Nearest Neighbors, k plus proches voisins

11



Kp

LB

LC

LDS
MECAM
mRNA
MSE
MS/MS
MYCO
MYCO-Fe
NF

NN
NOCA
NOCA-Fe
NRPS
OoDS
PCH
PCH-Fe
PCR

Phu

PQS
PROTO
PROTO-Fe
PVD
PVDI
PVDI-Fe
qRT-PCR
Qs

REF1
REF2

RF

RIP
RMSE
RNAP
RQ

Klebsiella pneumoniae

Lysogeny Broth Lennox

Liquid Chromatography, chromatographie liquide

Learning Data Set, base de données d’entrainement
1,3,5-N,N',N"-tris-(2,3dihydroxybenzoyl)-triaminométhylbenzéne
messenger RNA, ARN messager

Mean Square Error, erreur quadratique moyenne

tandem Mass Spectrometry, spectrométrie de masse en tandem
Mycobactine

Mycobactine complexée a Iion ferrique

Normalisation Factor, facteur de normalisation

Neural Network, réseau de neurones

Nocardamine (Desferrioxamine E)

Nocardamine complexée a I'ion ferrique

Non Ribosomal Peptide Synthetase, synthétase non ribosomale de peptides
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Pseudomonas aeruginosa et le fer






1 Pseudomonas aeruginosa

1.1 Une bactérie ubiquitaire et opportuniste

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie présente partout dans I'environnement, elle peut étre
trouvée dans différents habitats tels que le sol, I'eau, I'air ou les aliments. De plus, elle est capable de
se développer dans une grande variété de conditions. Elle a été découverte pour la premiere fois en
1882 par Carle Gessard, microbiologiste francais (Gessard, 1984). Cette bactérie est de type Gram
négatif, ce qui se caractérise par une enveloppe cellulaire composée d'une membrane cytoplasmique
interne, d'une fine couche de peptidoglycane et d'une membrane externe contenant des

lipopolysaccharides. Les caractéristiques morphologiques et structurales de P. aeruginosa incluent une

taille de 1 a5 um de long et une mobilité dite monotriche, résultant de la présence d’un unique flagelle

4

polaire (Figure 1).

Figure 1: P. ageruginosa vue par microscopie électronique a balayage (Tsang et al., 2003). Barre
d’échelle =1 pum.

P. aeruginosa possede I'un des plus grands génomes bactériens avec 6,3 millions de paires de bases et
environ 5 570 cadres ouverts de lecture ont été identifiés (Stover et al., 2000b). Parmi ces genes, plus
de 520 codent pour des protéines régulatrices, environ 150 pour des protéines de la membrane
externe et environ 300 pour des protéines de la membrane interne. La taille du génome et le grand
nombre de genes codant pour des protéines régulatrices sont des caractéristiques remarquables
permettant a P. aeruginosa de coloniser et de s'adapter a des environnements changeants, diversifiés,

voire extrémes.

La faculté d'adaptation de P. aeruginosa découle de sa capacité a détecter et a réagir aux changements
environnementaux. Cette bactérie peut percevoir et adapter son métabolisme a des variations de pH,
de température, de pression osmotique, ainsi qu’a la fluctuation de disponibilité de ses nutriments. En
ce qui concerne son métabolisme respiratoire, elle privilégie la respiration aérobie, cependant elle est

également capable de s'adapter a des environnements présentant des conditions de microaérobie ou
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d’anaérobie (Alvarez-Ortega and Harwood, 2007). P. aeruginosa tolére des températures allant de 4°C
a 42°C, mais sa température de croissance optimale se situe a 37°C (Barbier et al., 2014). Elle peut se

développer dans des conditions de pH allant de 5,4 a 8,5 (Tsuji et al., 1982).

P. aeruginosa alterne entre deux modes de croissance en fonction de son environnement, une forme
mobile et une forme sessile. Sa forme mobile, appelée forme planctonique, lui permet d’explorer de
nouvelles niches écologiques grace a son flagelle polaire. Sous cette forme, la bactérie peut se déplacer
vers |'environnement le plus propice a son développement. Cette capacité de mouvement accélére sa
prolifération. La forme planctonique présente un métabolisme tres actif, favorisant ainsi une
croissance rapide et une forte capacité d’adaptation. Ce mode de croissance offre a P. aeruginosa une

grande flexibilité pour prospérer dans des conditions variables et coloniser de nouveaux milieux.

La forme sessile de P. aeruginosa se caractérise par la formation d’un biofilm. Les bactéries s’attachent
a une surface, se regroupent et s’organisent dans une matrice extracellulaire composée
principalement de polysaccharides (O’Toole et al., 2000). La vie en biofilm présente de nombreux
avantages pour la bactérie : elle confére une meilleure résistance aux contraintes physiques grace a la
matrice extracellulaire dense et elle offre également une meilleure protection contre les autres micro-
organismes, contre le systeme immunitaire de I’'hote lors d’une infection et contre les antibiotiques
(Thi et al., 2020). Le biofilm offre a P. aeruginosa un mode de vie adaptatif et résistant, lui permettant

de prospérer dans divers environnements et de maximiser ses chances de survie.

1.2 Infections et résistance antimicrobienne

P. aeruginosa peut infecter un large spectre d’organismes : plantes, nématodes, insectes et divers
mammiféeres dont I’étre humain. Responsable jusqu’a 15 % des infections acquises a I'hopital, elle est
classée parmi les principaux agents infectieux nosocomiaux. Cette prévalence s’explique par sa
présence dans les milieux hydriques aérosols et sur les outils d’interventions invasives (sondes
urinaires, cathéters veineux, intubation et ventilation assistée par exemple). Les infections a
P. aeruginosa peuvent se produire a de multiples niveaux : oculaire (kératite), auriculaire (otite),
cutané (folliculite), urinaire, gastro-intestinal, respiratoire (pneumonie) et sanguin (bactériémie). Elles
peuvent étre superficielles, aigués mais non invasives chez les patients immunocompétents, aigués et
invasives chez les patients présentant des comorbidités ou immunodéprimés, ou alors chroniques. Lors
de situations d'infections aigués, la présence de P. aeruginosa se manifeste essentiellement sous une
forme planctonique, tandis que dans le contexte d'infections chroniques, elle prédomine sous forme
de biofilms. Selon le type d’infection et selon I'état de santé des patients, les taux de mortalité peuvent

varier considérablement, allant par exemple de 18 a 61 % (Yulin Zhang et al., 2020). Dans le cas des
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pneumonies, principales manifestations cliniques de P. aeruginosa chez le patient atteint de
mucoviscidose, les données du registre francais de surveillance de 2017 rapportent sa présence dans
au moins un prélévement respiratoire chez 37 % des patients, dont 21 % sont chroniquement colonisés

par cette bactérie.

D’aprés le rapport de Jim O’Neill de 2016, a moins que des solutions pour ralentir la résistance aux
antibiotiques ne soient trouvées dés maintenant, il est prévu que d'ici 2050, dix millions de vies par an
et 100 billions de dollars cumulés de production économique soient en danger en raison de
I'augmentation des infections de bactéries résistantes aux antibiotiques. Chaque année, 700 000
personnes décedent des suites de ces infections causées par des bactéries résistantes. Dans le but de
lutter contre cette résistance croissante aux médicaments antimicrobiens, I'Organisation mondiale de
la santé (OMS) a publié sa premiére liste de « pathogénes prioritaires » résistants aux antibiotiques.
Cette liste contient 12 groupes de bactéries qui représentent la menace la plus importante pour la
santé humaine. Son objectif est de fournir des orientations et des encouragements pour le
développement de nouveaux antibiotiques grace a des initiatives de recherche et développement.
L'acronyme ESKAPE regroupe les souches les plus virulentes et résistantes : Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, et
Enterobacter spp. Cette liste vise a encourager les gouvernements a mettre en place des politiques qui
favorisent la recherche scientifique tant par les organismes financés par des fonds publics que par le

secteur privé investissant dans la découverte de nouveaux antibiotiques.

Dans son rapport de 2019, Santé Publique France notait que pres de 24 % des souches cliniques isolées
de P. aeruginosa présentent une résistance aux carbapénéemes, 22 % a la ceftazidime et 1,6 % des
souches sont pan-résistantes (résistance aux bétalactamines dont carbapénémes, aminosides,
fluoroquinolones et colistine). Ces bactéries sont dotées de plusieurs mécanismes de résistance aux
molécules antibiotiques tels que I'efflux, I'imperméabilité, la modification du site d'action ou
I'inactivation enzymatique. Leurs apparitions peuvent étre dues a des événements génétiques
multiples tels que des mutations ou des transferts horizontaux de genes de résistance et font suite a

une pression de sélection due a I'administration répétée d’antibiotiques (Barbier and Wolff, 2010).

La présence de P. aeruginosa dans divers environnements, sa capacité a infecter une multitude
d'hétes, y compris les étres humains, et sa résistance aux antibiotiques font de cette bactérie un
pathogene complexe et extrémement adaptable. Cette bactérie dispose de capacités uniques pour

s'adapter a différents types d'environnements, que ce soit en cohabitation avec d'autres micro-
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organismes ou en cas d'infection chez I'héte. Parmi ces capacités, l'acquisition du fer est

particulierement remarquable.

2 Acquisition du fer par P. aeruginosa

2.1 Le fer, élément clé de la biochimie des étres vivants

Le fer est le quatriéme élément le plus répandu dans la cro(te terrestre, représentant plus de 5 % de
sa masse. Cet élément est remarquable par sa capacité de passer de |'état d’oxydation (0) a I'état (VI)
(Sanchez et al., 2017). Dans des conditions physiologiques, ce métal de transition existe principalement
sous deux formes redox facilement interchangeables : la forme ferreuse réduite Fe?* et la forme
ferrique oxydée Fe*. Ces deux espéces sont toutes deux thermodynamiquement stables et
cinétiquement réactives. En raison de ses qualités physico-chimiques, le fer peut étre incorporé dans
des protéines en tant que biocatalyseur ou transporteur d'électrons, ce qui lui confére une large
gamme d'applications biologiques comme le transport et stockage de l'oxygéne (hémoglobines,
myoglobines), la respiration aérobie (ferredoxine, cytochrome P450), la photosynthése (cytochrome
C), la fixation d’azote (nitrogénase), la synthése et la réparation de I'ADN (hélicases, nucléases,
glycosylases, déméthylases), etc. Il est un élément essentiel a quasiment tous les organismes vivants,
que ce soit les plantes, les bactéries, les animaux ou les étres humains. Les rares exceptions connues a
cela sont les bactéries du genre Lactobacillus ou encore Borrelia burgoferi, responsables de la maladie

de Lyme, qui substituent au fer le cobalt ou le manganese.

Paradoxalement a son rdle biologique majeur, le fer a une faible solubilité (de 10° & 101° M) a pH
physiologique et en conditions aérobies (Ratledge, 2007). Il se retrouve alors dans I’état Fe3* sous
forme d’hydroxyde de fer, particulierement peu biodisponible pour les organismes vivants car trés peu
soluble. De plus, la forme Fe?* provoque la formation d’espéces réactives de I'oxygéne (Reactive
Oxygen Species, ROS), qui peuvent entrainer une variété de dommages biologiques également connus
sous le terme de stress oxydatif (ciblant essentiellement les acides nucléiques, les acides aminés ou

encore les lipides). La génération de ROS se fait via la réaction de Fenton (Fenton, 1894) :

Fe?* + H,0, — Fe3* +OH s + OH~ (1)

Dans I’équation (1), le ROS généré est un radical hydroxyle (OH e). Ainsi, les organismes doivent
trouver un équilibre subtil entre acquérir le fer nécessaire a leur métabolisme et empécher une

concentration intracellulaire en fer excessive, ce qui définit le phénoméne d’homéostasie du fer.

Dans le cas des bactéries, ces micro-organismes ont recours a cing stratégies principales pour gérer

I’'homéostasie du fer (Andrews et al., 2003). La premiére est I'import via un systéme a haute affinité,
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qui permet a la bactérie de récupérer le fer dans son environnement, sous différentes formes. Puis,
elles le stockent a l'intérieur de la cellule, de maniére a disposer d'une source de fer pouvant étre
utilisée en cas de carence dans I'environnement. Elles peuvent aussi réguler I'expression des protéines
contenant du fer et ainsi limiter la consommation de ce métal. Les bactéries mettent également en
place des systemes de résistance au stress oxydatif, qui incluent la dégradation des espéeces réactives
et la réparation des dommages causés. Enfin, elles disposent d'un systeme de régulation qui
coordonne l'expression de ces différentes stratégies en fonction de la disponibilité en fer de leur
milieu. Bien que ces stratégies constituent la base générale de I'noméostasie du fer chez les bactéries,
leur mise en ceuvre varie considérablement en fonction des conditions environnementales, de la niche
écologique et de leur phylogénie. Au fil de I'évolution, P. aeruginosa en particulier a su se distinguer
en mettant en place tout un arsenal de stratégies sophistiquées pour acquérir le fer dans un

environnement ol il est peu disponible. Sa stratégie principale repose sur 'utilisation de sidérophores.

2.2 Les sidérophores, molécules chélatrices de fer

2.2.1 Généralités

Les sidérophores (du grec pherein et sideros signifiant « porter le fer ») sont des molécules chélatrices
organiques de faible poids moléculaire (de 150 a 2000 Da), qui possedent une affinité élevée pour I'ion
Fe*, allant de 10 3 10* M (Hider and Kong, 2010). Le ferrichrome a été le premier sidérophore a
étre identifié. Il fut isolé a partir d'Ustilago sphaerogena, un champignon pathogene des plantes
(Neilands, 1953). La méme année, la mycobactine a été isolée de Mycobacterium phlei (Francis et al.,
1953). La découverte de ces deux sidérophores marqua le début d'une nouvelle ére dans la
compréhension de I'acquisition du fer chez les micro-organismes. A ce jour, plus de 500 sidérophores
différents ont été recensés et 270 sont caractérisés structurellement. Bien que ce type de molécules
ait été identifié chez les bactéries, les champignons et les plantes, aucun n’est présent chez les
mammiféres (Boukhalfa and Crumbliss, 2002). La souche de référence PAO1 de P. aeruginosa produit
deux sidérophores, la pyoverdine (PVD) et la pyochéline (PCH) (Albrecht-Gary et al., 1994; Brandel et
al., 2012).

La synthese des sidérophores est un processus enzymatique localisé principalement dans le
cytoplasme des bactéries (Crosa and Walsh, 2002; Khan et al., 2018; Miethke and Marabhiel, 2007). Les
enzymes impliquées exécutent une série de transformations séquentielles sur les précurseurs,
générant ainsi la structure unique des sidérophores. Cette mécanique intracellulaire assure I'efficacité

et la stabilité des sidérophores synthétisés.
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2.2.2  Sélectivité et groupements chélateurs

La forte affinité et la sélectivité des sidérophores pour le Fe3* sont dues a une sélection rigoureuse des
groupements chimiques liant le métal, au nombre d'unités de liaison et a leur arrangement
stéréochimique (Schalk et al., 2012). Tous les sidérophores ont une affinité plus élevée pour le Fe?* que
pour le Fe#, une différence allant jusqu’a vingt ordres de grandeur pour le cas de la desferrioxamine
B par exemple (Helman and Lawrence, 1989). Les principales fonctions chélatrices présentes chez les
sidérophores sont : les catécholates (ex : Entérobactine), les hydroxamates (ex : Nocardamine), les a-
hydroxycarboxylates (ex : Acide citrique), les a-aminocarboxylates (ex : Staphyloferrine B), les

hydroxyphenyloxazolines (ex : Mycobactine) ou encore les hydroxyphenylthiazolines (ex : Pyochéline)

(Figure 2).
Entérobactine Pyochéline
o OH 0
H H O \
N N N N OH
OH O 0 OH
0™ o 5 S

Acide citrique

Nocardamine
: I)
0 07 ™
T b
N

Mycobactlne

N
/
Staphyloferrine B
NH HO HN O 0
v/ H
m )\/\ N/\/NMOH
Y H
o) (0] (0]

Figure 2 : Exemples de sidérophores et de leurs fonctions chélatrices, représentées en rouge.

Les atomes d'oxygene sont les meilleurs donneurs d’électrons et la gé¢ométrie la plus courante pour la
coordination du Fe3* est octaédrique avec six hétéroatomes disposés autour du fer (Boukhalfa and
Crumbliss, 2002). Les atomes d'oxygeéne du sidérophore sont organisés en fonctions bidentées, telles
gue les catéchols, les hydroxamates et les a-hydroxycaboxylates. Chez certains sidérophores, I'azote
est également impliqué en tant qu'atome donneur, mais dans de telles structures, |'affinité pour le Fe3*

tend a étre plus faible (Hider and Kong, 2010). La structure hexadentate est la forme de sidérophore
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la plus courante, avec un ou plusieurs types de fonctions différentes, attachés a des structures linéaires
ou cycliques. Des sidérophores de plus faible denticité (tétradentate, tridentate et bidentate) sont
également naturellement produits par des micro-organismes, mais ces chélateurs ne peuvent assurer
a eux seuls une coordination compléte du Fe*. Une complexation de multiples sidérophores de ce
genre avec le fer est nécessaire. De maniere générale, les sidérophores hexadentés ont une affinité
pour le Fe®* plus élevée que les sidérophores tétradentés, qui ont une affinité pour le fer plus élevée

que les sidérophores bidentés (Albrecht-Gary and Crumbliss, 1998) (Tableau 1).

Entérobactine Catécholates 6 10* M | (Loomis and Raymond, 1991)
Protochéline Catécholates 6 10 M | (Cornish and Page, 1998)
Pyoverdine Catécholate / Hydroxamates 6 1032 M1 | (Albrecht-Gary et al., 1994)
Nocardamine Hydoxamates 6 1032 M | (Anderegg et al., 1963)
Desferrioxamine B | Hydoxamates 6 103° M | (Anderegg et al., 1963)
Ferrichrome Hydoxamates 6 102 M | (Anderegg et al., 1963)
Pyochéline Hydroxyphenylthiazolone 4 10 M | (Brandel et al., 2012)

Tableau 1 : Constantes d’affinité (K,) de différents sidérophores pour le fer ferrique. Les sidérophores
sont classés par K, décroissante.

Les sidérophores jouent un rdle essentiel pour la survie et la croissance des bactéries en leur
permettant de chélater le fer présent dans leur environnement. L'importation de ces complexes
sidérophore-Fe a l'intérieur de la cellule bactérienne est assurée par des transporteurs dits TonB-
dépendants (TonB-Dependent Transporter, TBDT), qui présentent une grande spécificité de liaison et

ne transportent que des complexes sidérophore-Fe spécifiques (Noinaj et al., 2010).

2.3 Les transporteurs de sidérophores de la membrane externe

2.3.1 Lestransporteurs TonB-dépendants présents dans le génome de P. aeruginosa

Les TBDT sont formés d’une structure unique composée d'un tonneau B de 22 brins, d'un domaine
globulaire appelé « bouchon » ou « plug », et de la TonB box (séquence de reconnaissance de la
protéine TonB, conservée dans tous les transporteurs TonB-dépendants) (Noinaj et al., 2010). Pour
certains TBDT, un domaine additionnel existe, appelé domaine de signalisation, situé au niveau N-
terminal de la protéine et pointant dans le périplasmique. Ce domaine est impliqué dans le mécanisme
de régulation de I'expression du transporteur lui-méme. Le tonneau B permet l'insertion dans la
membrane externe et y forme un canal pour le transport des complexes. Ce canal est obturé par le

domaine bouchon. La structure du TBDT PirA est présentée en Figure 3 en tant qu’exemple.
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Figure 3 : Structure cristallographique de PirA (Moynié et al., 2017). Le tonneau B a 22 brins est
représenté en vert. La molécule est présentée telle qu'elle se trouve dans la membrane externe, avec
des boucles extracellulaires s'étendant dans le milieu extracellulaire (en haut) et des boucles orientées
vers le périplasme (en bas). Le domaine bouchon est représenté en bleu. Les boucles NL2 et NL3
(domaines putatifs de liaison au substrat) sont représentées en rouge. Les résidus susceptibles de faire
partie du site de liaison du complexe sidérophore-Fe sont représentés par des batonnets jaunes. Les
derniers résidus résolus des boucles flexibles sont représentés par des spheres.

Le génome de P. aeruginosa PAO1 code pour 35 TBDT (Tableau 2), dont certains n'ont été prédits qu'in
silico en se basant sur la présence du domaine bouchon et de la structure du tonneau B (Cornelis and
Bodilis, 2009). Au moins 15 TBDT sont impliqués dans I’acquisition du fer, 4 du zinc, 1 du cuivre et 1 du
cobalt chez P. aeruginosa. De plus, il est possible que d'autres TBDT, dont les ligands n'ont pas encore
été identifiés, participent également a I'acquisition de ces métaux. La prédominance de transporteurs
de ce type impliqués dans I'acquisition du fer souligne l'importance métabolique de ce métal pour
P. aeruginosa. Outre I'acquisition de métaux, les TBDT contribuent également au transport de sucres
(Neugebauer et al., 2005), et constituent des voies d'entrée pour certains bactériophages (Rabsch et

al., 2007) ou bactériocines (Behrens et al., 2020).

26



Nom  Geéne Ligands Référence

FiuA PA0470 Ferrichrome Llamas et al., 2006)

PirA PA0931 Entérobactine, monocatéchols Ghysels et al., 2005)

HxuA PA1302 Heme Cornelis and Bodilis, 2009)
Llamas et al., 2008)

Poole et al., 1993)

Llamas et al., 2006)

(

(

(

FemA PA1910 Mycobatines, carboxymycobactines (

FpvA PA2398 Pyoverdine (

FoxA PA2466 Desferrioxamine B, Nocardamine (

PfeA PA2688  Entérobactine (Poole et al., 1990)

HasR  PA3408 HasAp-heme (Smith and Wilks, 2015)

FecA PA3901 Citrate (Marshall et al., 2009)
(
(
(
(
(
(
(

FvbA  PA4156 Vibriobactine Elias et al., 2011)

FpvB PA4168 Pyoverdine, Desferrioxamine B, Ferrichrome (Ghysels et al., 2004)
Ankenbauer and Quan, 1994)
van Delden et al., 2013)

Cuiv et al., 2006)

Smith and Wilks, 2015)

FptA PA4221  Pyochéline

PiuA PA4514 Monocatéchols

ChtA PA4675 Aérobactine, Schizokinen, Rhizobactine
PhuR PA4710 Heéme

ZnuD PAO781 Zn* Pederick et al., 2015)
CirA PA1922 Zn* (Pederick et al., 2015)
PA2911 Zn** (Pederick et al., 2015)
CntO  PA4837 Pseudopaline (Lhospice et al., 2017)
OprC PA3790 Cu* (Yoneyama and Nakae, 1996)
I BtuB PA1271 Cobalamine (Cornelis and Bodilis, 2009)
PA0151 (Llamas et al., 2008)
PA0192 (Cornelis and Bodilis, 2009)
PA0434 (Cornelis and Bodilis, 2009)
PfuA PA1322 (Cornelis and Bodilis, 2009)
PA1365 (Cornelis and Bodilis, 2009)
PA1613 (Cornelis and Bodilis, 2009)
SppR PA2057 (Pletzer et al., 2016)
PA2070 (Llamas et al., 2008)
PA2089 (Llamas et al., 2008)
PA2289 (Cornelis and Bodilis, 2009)
OptO  PA2335 (Cornelis and Bodilis, 2009)
PA2590 (Llamas et al., 2008)
PA3268 (Cornelis and Bodilis, 2009)
Optl PA4897 (Llamas et al., 2008)

Tableau 2 : Transporteurs TonB-dépendant de P. aeruginosa PAO1 classés par implication dans
I’acquisition de type de métal (premiére colonne : rouge : fer, gris : zinc, vert : cuivre, bleu : cobalt,
blanc : inconnu). Les TBDT dont la transcription est régulée par des facteurs o/anti-c sont mis en
évidence en jaune, par des systemes a deux composants en vert clair, par des régulateurs AraC en
orange clair, par un régulateur de type IcIR en bleu clair et ceux dont aucun systéme de régulation n’a
été identifié en blanc.
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2.3.2  Affinité d’un TBDT pour son ligand

La résolution de plus de 45 structures aux rayons X de TBDT a révélé que le site de liaison du complexe
sidérophore-Fe est toujours situé sur la face extracellulaire du bouchon (Brillet et al., 2007; Cobessi et
al., 2005; Ferguson et al., 2002; Moynié et al., 2019, 2017; Normant et al., 2020). Cette regle s'applique
a toutes les structures TBDT connues, quel que soit le complexe sidérophore-Fe reconnu et transporté.
L'affinité d’un TBDT pour son ligand est en général de I'ordre du nM (Tableau 3). Cette liaison est
indépendante de I'énergie : le TBDT est capable de lier le complexe sidérophore-Fe correspondant
méme en |'absence de force protomotrice, mais il n'y a pas de transport (Hoegy et al., 2005). Pour
certains TBDT, il existe un autre site de liaison se trouvant dans les boucles extracellulaires pouvant

lier le ligand et le transférer au site situé au niveau du bouchon (Moynié et al., 2019).

Chaque TBDT reconnait et transporte un sidérophore spécifique, et dans certains cas, quelques
sidérophores structurellement proches, mais rarement des sidérophores ayant des structures
chimiques différentes, et surtout des groupements chélateurs différents. Par exemple, il a été prouvé
que la liaison du complexe entérobactine-fer avec son transporteur PfeA n'est pas stéréospécifique, et
elle ne tolere pas les modifications des groupements catéchols entourant le métal (Thulasiraman et
al., 1998). En revanche, le complexe est toujours reconnu et transporté méme avec certaines
modifications chimiques ailleurs que sur les groupements chélateurs. La taille et la forme du centre

ferrique sont cruciales pour la liaison, tout comme la charge électrochimique générale du sidérophore.

FpvA Pyoverdine 0,5+0,1 nM (Clément et al., 2004)
Pyoverdine 1,7+£0,34 uM
Ferrichrome 15+1,9nM
FpvB : (Chan and Burrows, 2022)
. . Site A 100 £ 50 nM
Desferrioxamine B -
Site B 270+ 47 uM
FptA Pyochéline 0,54 £0,19 nM (Mislin et al., 2006)
Desferrioxamine B 178 £ 16 nM
FoxA - (Normant et al., 2020)
Nocardamine 100+ 10 nM
) . Site A 60 £ 40 nM »
PfeA Entérobactine - (Moynié et al., 2019)
Site B 155+35uM

Tableau 3: Constantes de dissociation (K;) de différents transporteurs TonB-dépendant avec
différents ligands complexés au fer. La liaison de la Desferrioxamine B avec FpvB et de I'Entérobactine
avec PfeA peut se faire sur deux sites du transporteur, un avec une affinité élevée (Site A) et 'autre
avec une faible affinité (Site B).

2.3.3 Transport du complexe sidérophore-Fe a travers la membrane externe
Le pore formé par le tonneau B des TBDT dans la membrane externe est completement obstrué par le

bouchon et ne permet pas la diffusion des complexes sidérophore-Fe sans un apport d'énergie pour
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s’ouvrir. Pour initier le transport, des sidérophores ferriques provenant de |'espace extracellulaire se
lient au site de liaison sur le bouchon, ce qui déclenche l'interaction de la protéine TonB avec la TonB
box située a I'extrémité N-terminale des TBDT (Celia et al., 2016). La protéine TonB, ancrée dans la
membrane interne par une hélice hydrophobe, est en complexe avec les protéines ExbB et ExbD avec
une stoechiométrie de 1:5:2 (TonB:ExbB:ExbD) (Figure 4) (Celia et al., 2016). ExbB forme un pore

transmembranaire qui est obstrué par ExbD.
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Figure 4 : Structure du complexe ExbB-ExbD dans des nanodisques lipidiques (Celia et al., 2019). a Vue
perpendiculaire a la membrane de la structure d’ExbB-ExbD établie par cryomicroscopie électronique
(cryo-EM) représentée sous forme d'isosurfaces. La contribution de la protéine est colorée en gris,
tandis que la contribution du nanodisque est colorée en vert. La limite du nanodisque permet d'estimer
la position de la membrane lipidique. b Identique a (a) mais vu du périplasme. ¢ Représentation sous
forme de ruban du modele atomique reconstruit, coloré en cyan pour le pentamere ExbB, en rouge et
en jaune pour les deux domaines transmembranaires des deux sous-unités ExbD. Pour plus de clarté,
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seules trois sous-unités ExbB sont représentées. Le pore transmembranaire formé par le pentameére
ExbB est au-dessus du plan de la membrane. Les deux résidus aspartate essentiels en position 25
(Asp25) de I'ExbD sont représentés par des cercles rouges. d Identique a (c), vu du périplasme.

Le complexe protéique TonB-ExbB-ExbD agit comme un moteur moléculaire qui exploite le gradient
de protons de la membrane interne en formant un pore dans la membrane cytoplasmique (Celia et al.,
2019) (Figure 5). TonB fournit ensuite I'énergie au TBDT par mouvement de rotation (Ratliff et al.,
2022). La séquence de la TonB box est conservée et est unique a la famille des TBDT. Malgré le nombre
important de TBDT ayant leur structure aux rayons X résolue, il n’est toujours pas clairement établi
comment se forme un canal dans la structure du TBDT pour permettre le passage d’un complexe
sidérophore-Fe. Des expériences de modélisation proposent un changement de conformation du
domaine bouchon avec peut-étre une partie qui se déplie plus ou moins dans le périplasme (Wiener,

2005).

Sidérophore-Fe

Membrane Milieu
externe extracellulaire

Périplasme

Membrane
interne

Cytoplasme

Figure 5 : Processus de transport TonB-dépendant. Apres reconnaissance du ligand au niveau du site
de liaison sur le TBDT, transduction du signal vers la TonB box, et interaction entre la TonB box et la
partie périplasmique de TonB, la machinerie TonB-ExbD-ExbB transmet I'énergie générée par la
différence de potentiel éléctrochimique du gradient de proton entre le cytoplasme et le périplasme,
au TBDT pour permettre le transport du ligand.

La premiere structure d'un TBDT a été caractérisée en 1998 et depuis, de nombreux autres
transporteurs ont été cristallisés et leurs structures résolues (au total, plus de 45 structures différentes

ont été décrites) (Schalk et al., 2012). Au-dela de I'étude approfondie de la structure et du mécanisme
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des transporteurs TonB-dépendants de sidérophores, il est désormais essentiel d'approfondir notre
compréhension de la régulation génétique qui orchestre leur expression chez P. aeruginosa. Cette
régulation génétique complexe a un role déterminant dans la capacité de la bactérie a acquérir du fer,

élément indispensable a sa survie et source de forte compétitivité entre les micro-organismes.

2.4 Devenir du complexe sidérophore-Fe dans le périplasme

Aprés avoir été transporté au travers de la membrane externe, certains sidérophores vont libérer le
fer dans le périplasme, pour d’autres voies, le complexe sidérophore-Fe va aller jusqu’au cytoplasme
et la libération du métal se fera dans ce compartiment cellulaire (Schalk and Guillon, 2013). La
dissociation implique toujours une réduction du Fe3* en Fe?*, et un chélateur puissant du Fe?* pour
déstabiliser le complexe sidérophore-Fe (Harrington and Crumbliss, 2009). L'efficacité de cette
réduction dépend des potentiels redox des complexes sidérophore-Fe, qui varient en fonction de leur
structure et de leurs groupements chélateurs (Harrington and Crumbliss, 2009). La réduction du fer
sera associée dans certains cas a une modification chimique, voire une dégradation totale du

sidérophore qui permet également de déstabiliser les complexes sidérophore-Fe.

Lorsque le fer est libéré du sidérophore dans le périplasme, il est transporté ensuite dans le cytoplasme
par un transporteur a cassettes liant I'ATP (ATP-binding cassette, ABC) (Marshall et al., 2009). Dans le
cas d’une libération du fer dans le cytoplasme de la bactérie, le complexe sidérophore-Fe doit d’abord
franchir la membrane interne. Ce transport implique soit un transporteur ABC (Hvorup et al., 2007),

soit des perméases dépendantes de la force proton motrice (O Cuiv et al., 2004).

Dans le cytoplasme, le Fe?* est chélaté et transporté vers des protéines de stockage du fer ou d'autres
métalloprotéines pour éviter la génération de ROS. Plusieurs composés, tels que le citrate et le
glutathion, ont été identifiés comme ayant la capacité de remplir ce role de chélation et de transport
(Hamed et al., 1983; Hider et al., 2021). Aprés avoir été stocké par des protéines comme la bactério-
ferritine, le fer devient disponible pour répondre aux besoins de la bactérie et remplir diverses

fonctions métaboliques (Punchi Hewage et al., 2020).
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Chapitre Il :
Systemes de régulation de P. aeruginosa

pour |"acquisition du fer






La régulation précise de |'expression génétique des genes codant pour les TBDT des sidérophores
et des autres génes impliqués dans ces voies chez P. aeruginosa constitue un mécanisme essentiel
pour assurer une acquisition efficace du fer. Compte tenu de la toxicité potentielle intracellulaire du
fer, les bactéries mettent en place une régulation précise de sa concentration intracellulaire. Lorsque
la bactérie présente une carence en fer et que ce nutriment est peu biodisponible dans son
environnement, I'expression des genes impliqués dans l'acquisition du fer est activée, et divers
mécanismes et régulateurs entrent en jeu selon la voie d'absorption spécifique. Cette régulation
s'effectue a différents niveaux, notamment au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. Parmi
les principaux acteurs de cette régulation, la protéine Fur (Ferric Uptake Regulator) joue un réle de
régulateur négatif, tandis que des facteurs o a fonctions extracytoplasmiques (ECF-g), des systemes a
deux composantes, des régulateurs de type AraCou IcIR contribuent a la régulation positive. Le quorum
sensing (QS), un mécanisme de communication cellulaire, intervient également dans la régulation
transcriptionnelle complexe. Au niveau post-transcriptionnel, les petits ARN interférents et la protéine
Hfg jouent également un réle important dans la régulation fine de |'expression des transporteurs de

sidérophores.

1 Régulation transcriptionnelle

1.1 La protéine Fur

Le régulateur transcriptionnel de I'absorption et du stockage du fer, Fur, de P. aeruginosa est une
protéine conservée dans la plupart des bactéries a Gram négatif. Fur existe sous forme de tétraméres
solubles stables dans les cellules de P. aeruginosa (Pérard et al., 2016). Lorsque la concentration en fer
augmente dans la cellule, le fer ferreux se lie a Fur, ce qui induit la dissociation du tétramere et la
liaison de deux dimeres de Fur a I'ADN au niveau des « Fur box », séquences palindromiques de 19
nucléotides. Cette liaison empéche la transcription du géne impliqué dans I’acquisition du fer, situé en
aval de la Fur-box, en bloquant la liaison de I'ARN polymérase bactérienne (Troxell and Hassan, 2013)

(Figure 6).
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Figure 6 : Mécanisme de la régulation médiée par Fur. (A) Mécanisme général de la régulation de Fur
selon la concentration intracellulaire en fer. (B) Mécanisme de la dissociation induite par I’ADN du
tétramere de Fur de P. aeruginosa en dimeéres (Pérard et al., 2016). Le tétramére ABCD est divisé en
deux diméres AB et CD, les sous-unités sont représentées par leurs couleurs respectives : A en vert
clair, B en vert, C en violet et D en magenta. Dans cette étude, la structure des dimeéres actifs a été
réalisée avec des atomes de zinc, représentés par des sphéeres grises. Cet ion métallique est plus facile
a manipuler que le Fe?*, en raison de la stabilité de son état divalent, et est couramment utilisé pour
les études in vitro de Fur. La structure du dimere de Fur liée a des ions ferreux est présumée similaire.

Des études transcriptomiques ont révélé que de nombreux genes sont régulés par Fur chez
P. aeruginosa, directement ou indirectement, ce qui en fait un régulateur central du métabolisme (van
Oeffelen et al., 2008). Par exemple, Fur contréle I'expression génétique du régulateur PvdS, qui, lui-
méme, contréle non seulement la transcription des genes de biosynthése de la PVD, mais aussi des

génes de virulence, tels que le gene codant pour I'exotoxine A ou la protéase extracellulaire PrplL
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(Llamas et al., 2014; Visca et al., 2007). Fur contrble également la transcription des petits ARN
régulateurs, PrrF1, PrrF2 et PrrH (Oglesby et al., 2008), ainsi que des enzymes protégeant la bactérie
contre les dégats générés par les ROS (Troxell and Hassan, 2013). La Figure 7 illustre les interactions
directes et indirectes connues de Fur avec les génes codant pour les TBDT des voies d’acquisitions de
fer endogenes et exogenes de P. aeruginosa. Une fois activée par une forte concentration
cytoplasmique de fer, Fur agit donc comme un répresseur général de la transcription des genes
impliqués dans I'absorption du fer, que ce soit pour la biosynthese des sidérophores ou des protéines

des voies d’acquisition des complexes sidérophore-Fe.

L'activité de Fur se fait en réponse a la disponibilité du fer dans la cellule bactérienne, jouant ainsi un
role crucial dans le maintien de I'homéostasie de ce métal. Cette protéine est donc importante pour le
métabolisme de P. aeruginosa, mais pas essentielle. En effet, un mutant de délétion de fur a pu étre
obtenu. Son étude a montré que Fur n'est pas nécessaire a la croissance de P. aeruginosa en milieu
liquide, a la formation de biofilms et a la virulence dans un modeéle d'infection chez l'insecte (Pasqua
et al., 2017). A l'inverse, Fur est essentielle pour la croissance en milieu solide, les cellules dépourvues

de Fur sont incapables de former des colonies (Pasqua et al., 2017).
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Figure 7 : Implication de Fur dans I’'homéostasie du fer chez P. aeruginosa.
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1.2 Les ECF-o

Les ECF-o forment le groupe le plus important et le plus diversifié des facteurs o, famille de régulateurs
transcriptionnels bactériens. Leur particularité est de répondre a des signaux extracellulaires. lls font
partie des systemes de signalisation de la surface cellulaire (Cell Surface Signaling, CSS). Les ECF-o sont
composés d’un ou de plusieurs facteurs o associés a un facteur anti-o, qui a pour fonction de les
séquestrer a la membrane interne (Otero-Asman et al., 2019b). La premiére étape du mécanisme
moléculaire des facteurs o et anti-o intervenant dans la régulation de la transcription des génes
impliqués dans I'acquisition d’'un complexe sidérophore-Fe consiste en la liaison du sidérophore
ferrique a son TBDT spécifique a la surface bactérienne. Cette interaction induit un changement de
conformation du domaine de signalisation N-terminal du TBDT, permettant une interaction entre ce
domaine et le facteur anti-o en plus de celle entre la TonB-box du TBDT et la protéine TonB (Beare et
al., 2003; Brillet et al., 2007). Cette interaction entraine la protéolyse du facteur anti-o par deux
protéases différentes, Prc dans le périplasme et RseP dans la membrane cytoplasmique, ce qui inactive
la fonction anti-o. Le facteur o est libéré dans le cytoplasme mais reste associé au fragment du facteur
anti-o. Tant que ce fragment n’est pas completement dégradé par des protéases ATP cytoplasmiques
telles que ClpXP, le facteur o reste inactif (Braun et al., 2022) (Figure 8). Ce mécanisme, appelé
protéolyse intramembranaire régulée (Regulated intramembrane proteolysis, RIP), est tres répandu

chez les procaryotes comme les eucaryotes (Draper et al., 2011).

Les ECF-o appartiennent a une sous-famille des facteurs o, la classe 670. Structurellement, ils sont
partagés en quatre domaines conservés (01-4), eux-mémes subdivisés en plusieurs régions. La région
o4 reconnait I'élément -35 et la région 62 reconnait I'élément -10 du promoteur du géne régulé (Figure
9). Les éléments -10 et -35 sont des séquences hexanucléotidiques relativement bien conservées dans
les génomes bactériens. Leurs séquences consensus sont respectivement TATAAT (ou Pribnow box) et
TTGACA. Ces deux éléments sont localisés a 10 et a 35 paires de base en amont du site du début de
transcription (Hsu, 2002). lIs sont en général séparés par 17 pb, mais cet espacement peut varier de 15
a 19 pb. La force du promoteur sera déterminée par le degré de conservation des éléments -35 et -10
par rapport aux séquences consensus. Il a également été montré que les promoteurs dont
I'espacement est de 17 pb sont plus efficaces que les promoteurs qui ont une longueur inter-
hexamerique de 15 ou 19 pb (Hsu, 2002). Cet espacement module I'interaction du facteur o avec le

promoteur.
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Figure 8 : Mécanisme de transduction du signal des ECF-o avec protéolyse intramembranaire régulée.

Une comparaison des séquences reconnues par les ECF-o chez différentes bactéries révéle que la

séquence -35 et le nombre de paires de bases de I'espacement sont bien conservés (Enz et al., 2003).

En revanche, la séquence de I'espacement entre les régions -35 et -10 et la séquence -10 présentent
moins d'homologie. La diversité des séquences -10 explique probablement la coexistence de plusieurs

membres de la sous-famille des ECF-o chez la méme espéce.

Une fois le promoteur reconnu, le facteur o va permettre l'initiation de la transcription en recrutant
spécifiqguement I'ARN Polymérase (RNA Polymerase, RNAP) (Figure 9). Ainsi, la présence dans
I’environnement de la bactérie d’un complexe sidérophore-Fe est transmise a un régulateur
transcriptionnel spécifique localisé dans le cytoplasme par la liaison du complexe sidérophore-Fe a son
TBDT a la surface de la bactérie, et ceci induit I'expression génétique de I'’ensemble de la voie

d’acquisition afin d'optimiser I'absorption du fer par ce sidérophore.
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Figure 9: Vue schématique de la liaison de I'holoenzyme RNAP aux régions promotrices (Mejia-
Almonte et al., 2020). La RNAP centrale (core) est composée de cing sous-unités : 2 a, B, B’ et w. Les
sous-unités a de la RNAP interagissent avec I'élément UP (upstream promoter) situé en amont de
|'élément -35. L'enzyme centrale de la RNAP interagit de maniere spécifique avec I'élément de
reconnaissance central (CRE) juste en amont du codon initiateur du gene. Le facteur o 670 contient
qguatre domaines fonctionnels (01-4). Le domaine 02 reconnait I'élément -10, et le domaine o4
interagit avec I'élément -35. L'élément -10 étendu (EXT) interagit avec le domaine ©3. Certains
promoteurs possédent un élément appelé discriminateur (DISC), qui est reconnu par le domaine c2.

P. aeruginosa possede dans son génome 24 facteurs o, 19 sont des ECF-o, parmi eux 13 régulent
I’expression de TBDTs et 8 de ces régulateurs sont impliqués dans I'acquisition du fer (Tableau 3)
(Potvin et al., 2008). Les couples de génes codant pour les différents facteurs o et anti-o sont toujours
en opéron et localisés juste en amont du géne du TBDT, exception faite pour fpv/ et pvdS impliqués
dans la régulation de la transcription des génes de la voie d’'import du fer par la PVD (Stover et al.,
2000b). Les autres facteurs o présents dans le génome de P. aeruginosa sont impliqués dans une
grande variété de processus, y compris la résistance au choc thermique, la virulence, la réponse au

stress oxydatif, la biosynthése de I'alginate ou la croissance cellulaire (Potvin et al., 2008).
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- PA0149 - PA0150 - PAO151 (Llamas et al., 2008)
Fiul PA0472 FiuR PAO471 FiuA PA0470 (Llamas et al., 2008)
Hxul  PA1300 | HxuR  PA1301 | HxuA  PA1302 (Otero-Asman et dl.,

2019b)

- PA1363 - PA1364 - PA1365 (Llamas et al., 2008)
Feml PA1912 FemR PA1911 FemA PA1910 (Llamas et al., 2008)

- PA2050 - PA2051 SppR PA2057 (Pletzer et al., 2016)

- PA2093 - PA2094 - PA2089 (Llamas et al., 2008)
Fpvl PA2387 FpvR PA2388 FpvA PA2398 (Schulz et al., 2015)
PvdS PA2426 FpvR PA2388 FpvA PA2398 (Schulz et al., 2015)
FoxI PA2468 FoxR PA2467 FoxA PA2466 (Llamas et al., 2008)
Hasl  PA3410 | HasS  PA3409 | HasR  PA3408 (Otero-Asman et al.,

2019b)
Fecl PA3899 FecR PA3900 FecA PA3901 (Schulz et al., 2015)

- PA4896 - PA4895 Optl PA4897 (Llamas et al., 2008)

Tableau 4 : Facteurs o et anti-o de P. aeruginosa PAO1 associés a leur TBDT.

1.3 Le systeme a deux composantes

Les systéemes a deux composantes sont composés d’un senseur situé dans la membrane interne, et
d’un régulateur localisé dans le cytoplasme (Figure 10). Le senseur, en général, une histidine kinase,
posséde deux domaines : un domaine d'entrée, qui détecte les stimuli environnementaux, et un
domaine transmetteur, qui s'auto-phosphoryle aprés détection du stimulus (Trouillon et al., 2021). Le
senseur varie en longueur et en séquence d'acides aminés d'une histidine kinase a l'autre, ce qui lui
confére une spécificité pour différents stimuli (Hoch, 2000). Il est composé en général d’un domaine
de transduction du signal, d’'un domaine appelé capteur cytoplasmique, d’'un domaine a activité
ATPase et d’un domaine histidine de dimérisation a activité phosphotransférase a (DHp). La détection
du signal par le senseur induit une autophosphorylation au niveau d'un résidu histidine conservé dans
son domaine transmetteur en C-terminal. Le groupe phosphoryle est ensuite transféré a un résidu
d'acide aspartique conservé dans le domaine récepteur du régulateur, ce qui induit un changement de
conformation conduisant a son activation (Rodrigue et al., 2000). La phosphorylation de ce domaine
entraine généralement la formation d'homo-oligomeres, le plus souvent de dimeéres. La dimérisation
permet au régulateur de présenter une affinité accrue pour des motifs de liaison spécifiques a I'ADN,
quisont généralement des répétitions directes ou inversées de bases azotées (Zschiedrich et al., 2016).
Le domaine de liaison du régulateur a I'ADN possede une structure de type « hélice ailée » (Stock et

al., 2000). Une hélice de reconnaissance de la protéine interagit avec le sillon majeur de I'ADN et des
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boucles externes, ou « ailes », entrent en contact avec le sillon mineur. L'activation transcriptionnelle

implique une interaction avec la sous-unité a de la RNAP (Stock et al., 2000).
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Figure 10 : Mécanisme d'un systéme de signalisation a deux composantes. Le senseur histidine kinase
(Senseur) détecte le signal environnemental a I'aide du domaine de détection qui est relié au domaine
de transduction du signal, a un domaine capteur cytoplasmique, a un domaine a activité ATPase et a
un domaine histidine de dimérisation a activité phosphotransférase (DHp). Le résidu histidine conservé
(His) du Senseur transfere le phosphate au résidu aspartate conservé (Asp) du domaine récepteur de
son régulateur de réponse (Régulateur). Le domaine effecteur du Régulateur phosphorylé se lie a sa
cible et régule I'expression des genes.

L'analyse du génome de P. aeruginosa a permis d'identifier le plus grand nombre de genes putatifs
codant pour des systemes de régulation a deux composantes de tous les génomes bactériens
séquencés a ce jour (64 et 63 codant respectivement pour des régulateurs de réponse et des histidine
kinases) (Rodrigue et al., 2000). Ce type de régulateur est impliqué dans de nombreux processus
biologiques différents : la chimiotaxie, la respiration, I'acquisition du fer, la régulation du niveau de
phosphate, la production de pili, I’adhésion, la production d'alginate, la résistance a la polymixine B ou

la production de facteurs de virulence (Rodrigue et al., 2000).
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Deux systémes a deux composantes, PfeS/PfeR et PirS/PirR, sont connus pour étre impliqués chez
P. aeruginosa dans la régulation de la transcription des genes codant pour les TBDTs et d'autres
protéines impliquées dans les voies d'acquisition du fer. De la méme facon que les genes des ECF-g,
chaque couple de génes codant pour un senseur/régulateur est disposé en opéron, et cet opéron se
situe juste en amont du géne codant pour le TBDT impliqué (Stover et al., 2000b). Le systéeme PfeS/PfeR
active la transcription de I'opéron de pfeA et pfeE (codant respectivement pour un TBDT et une
estérase) (Charles R. Dean and Poole, 1993). Ces deux génes sont impliqués dans l'acquisition du fer
par des sidérophores a groupements catéchols tels que I'entérobactine, la protochéline ou
I’azotochéline (Gasser et al., 2016). Le systeme PirS/PirR active la transcription de pirA, géne codant
pour un TBDT impliqué dans I'absorption du fer chélaté par les monocatéchols (Ghysels et al., 2005;
Luscher et al., 2022; Perraud et al., 2022). Pour activer ce systeme de régulation, le complexe ferrique-
sidérophore doit pénétrer dans le périplasme bactérien via son TBDT spécifique et se lier au senseur

associé au TBDT qui se trouve dans la membrane interne (Gasser et al., 2021).

1.4 Lesrégulateurs de type AraC

La famille des régulateurs transcriptionnels de type AraC constitue I'un des plus grands groupes de
protéines régulatrices chez les bactéries. Ces régulateurs sont impliqués dans la régulation
transcriptionnelle d'une variété de processus cellulaires chez les bactéries Gram-négatives, y compris
le métabolisme du carbone, les réponses au stress et la virulence (Yang et al., 2011). L'archétype bien
caractérisé de cette famille est I'activateur AraC de l'opéron araBAD, qui est impliqué dans le
métabolisme du L-arabinose chez E. coli. L’activité de cette protéine dépend de sa liaison avec
I'arabinose. Les représentants de cette famille possédent un domaine C-terminal hautement conservé
contenant deux motifs hélice-tour-hélice responsables de la liaison a I'ADN, et un domaine N-terminal
variable, appelé domaine de liaison au ligand ou domaine de réponse, impliqué dans les interactions
avec les ligands (Kotecka et al., 2021). Le mécanisme de contréle transcriptionnel des régulateurs de
type AraC comporte deux états (Fernandez-Lépez et al., 2015) (Figure 11). Sous sa forme apo, le
régulateur de type AraC forme un dimere et se lie au promoteur par l'intermédiaire de deux sites de
liaisons distants. Dans cet état, I'ADN forme une boucle, ce qui empéche l'initiation de la transcription.
La liaison du ligand au régulateur de type AraC produit un changement allostérique de la protéine qui
oblige le régulateur a se lier a deux sites adjacents, ce qui détend la boucle d'ADN. Ce nouvel état

permet le recrutement de I'ARN polymérase et favorise ainsi la transcription.
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Figure 11 : Mécanisme de régulation de la transcription par les régulateurs de type AraC. Dans |'état
de répression, le régulateur de type AraC (en violet) est lié aux sites distants 11 et O2 au niveau du
promoteur du géne, formant une boucle d'ADN qui empéche l'initiation de la transcription. En
présence du ligand, chacun des monomeéres du régulateur de type AraC se lie aux sites adjacents |1 et
12, ce qui libére la boucle d'ADN et favorise le recrutement de I'ARN polymérase, activant la
transcription.

Parmi les 62 régulateurs de type AraC du génome de P. aeruginosa PAO1, PchR agit comme un
activateur transcriptionnel des génes impliqués dans la voie d'absorption du fer par la PCH. Ce
mécanisme de régulation implique que la PCH ferrique soit transportée dans le cytoplasme bactérien
et interagisse avec PchR. Ce dernier se lie ensuite aux régions promotrices PchR-box pour activer la
transcription des génes codant pour les protéines de la voie d'absorption du fer dépendante du
sidérophore la pyochéline (Figure 11) (Cunrath et al., 2020; Michel et al., 2005). Ce mécanisme active

la boucle d'autorégulation positive de la PCH.

1.5 Les régulateurs de type IcIR

La famille de régulateurs de type IcIR porte le nom du membre de ce groupe qui a été le mieux
caractérisé au niveau génétique et biochimique, la protéine IcIR. Cette protéine contréle le cycle du
glyoxylate, voie métabolique dérivée du cycle de Krebs, chez E. coli. Contrairement a d'autres familles

de régulateurs dans lesquelles on trouve principalement des activateurs ou des répresseurs, les
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membres de la famille IcIR comprennent des répresseurs, des activateurs et des protéines ayant un
double role : répresseur pour certains génes et activateur pour d'autres (Molina-Henares et al., 2006).
Comme les régulateurs de type AraC, les régulateurs de type IcIR contiennent un motif de liaison a
I'ADN en forme d'hélice-tour-hélice dans le domaine N-terminal. Le seul régulateur de type IcIR connu
pour étre impliqué dans I'homéostasie du fer chez P. aeruginosa est FvbR. Le mécanisme exact de cette
régulation est encore incertain. Il a été supposé que FvbR agisse comme un répresseur en inhibant la
transcription de fvbA, géne codant pour le TBDT de la vibriobactine complexée au fer. La présence de

vibriobactine liée a FvbR peut abolir cette répression (Elias et al., 2011).

16 LeQS

Le QS est I'un des principaux mécanismes de régulation globale des bactéries (Strateva and Mitov,
2011). Il est souvent considéré comme un mécanisme de communication qui permet aux bactéries
individuelles de coordonner leur comportement en sécrétant et en détectant des signaux chimiques
appelés auto-inducteurs. En général, le QS a lieu dans des communautés a forte densité cellulaire ou
la concentration de ces molécules est élevée. Lorsqu'une concentration seuil d'auto-inducteurs est
atteinte, leurs interactions avec des facteurs de transcriptions conduisent a l'activation d'auto-
inducteurs synthases spécifiques. Ce mécanisme constitue une boucle de rétroaction positive,
augmentant encore le signal. Ces facteurs de transcriptions régulent également de nombreux autres
geénes lors de la détection des auto-inducteurs, souvent impliqués dans la virulence (production de
protéases, exotoxine A, pyocyanine, sidérophores ou hémolysines) et nécessaires a l'invasion tissulaire
et ala dissémination de P. aeruginosa. Ces facteurs, produits de maniere coordonnée par les bactéries,
peuvent permettre d'outrepasser les mécanismes de défense de I'h6te au cours d'une infection aigué.
Le QS peut également contribuer a la formation de biofilms et participe ainsi a la pathogenéese de

I'infection chronique (Lee and Zhang, 2015).

P. aeruginosa posséde quatre systémes QS qui interagissent entre eux tout en fonctionnant de maniére
indépendante : les systemes QS Las, Rhl, celui basé sur la quinolone, ainsi que celui basé sur les
oxylipines (Oxylipin-Dependent quorum-sensing System, ODS). Chacune de ces voies de régulation
répond a des stimuli externes spécifiques et implique les principaux facteurs de transcription LasR,
RhIR, PgsR et OdsR et leurs synthases autoinductrices cibles respectives : Lasl, Rhll, PqsABCDH et
OdsAB (Garcia-Reyes et al., 2020; J. Lin et al., 2018; Martinez et al., 2022). Le systéme Las réagit par la
présence de N(3-oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (OdDHL) et le systéme Rhl par le N-butyryl-L-
homosérine lactone (BHL). LasR et RhIR se dimérisent apres avoir lié leurs molécules de signal, ce qui
leur permet d’interagir aux las box ou rhl box conservées dans les promoteurs des genes cibles,

déclenchant ainsi leur transcription (Lee and Zhang, 2015). Le systéme QS basé sur les quinolones
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s’active grace au 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone, appelé Pseudomonas quinolone signal (PQS),
reconnu par PgsR. De maniere similaire, certaines oxylipines sont reconnues par OdsR dans le cas de
I’ODS, c’est le cas de I'acide (10S)-hydroxy-(8E)-octadécanoique et de |'acide acide 7S,10S-dihydroxy-
(8E)-octadécanoique (Martinez et al., 2022) (Figure 12).

0} 0]
/\/\/\/\)J\)J\N /\)J\N
H H
N(3-oxododécanoyl)-L-homosérine lactone N-butyryl-L-homosérine lactone
OdDHL BHL
0
/\/\/\/W\/\/\)J\OH
OH
Ho 0 Acide (10S)-hydroxy-(8E)-octadécanoique
N
N OH (0]
2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone /\/\/\/Y\)\/\/\)J\OH
OH
PQS

Acide 7S5,10S-dihydroxy-(8E)-octadécanoique

Oxylipines

Figure 12 : Structures des molécules signal (auto-inducteurs) du QS.

Une régulation croisée existe entre les différents systemes QS : LasR active a la fois les systemes Rhl,
Pgs et Ods, RhIR inhibe Pgs, et PgsR active Rhl et Ods (Figure 13). Ces systémes de signalisation créent
un réseau global de régulation et contrbleraient |'expression de prés de 12 % du génome de

P. aeruginosa (Garcia-Reyes et al., 2020).
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Figure 13 : Les quatre voies du QS (Las, Rhl, Pgs et Oxylipines). De haut en bas : population de
P. aeruginosa, auto-inducteurs (OdDHL, BHL, PQS, Oxylipines), synthases des auto-inducteurs (Lasl,
Phll, Pgs : PqsABCDH, OdsAB), facteurs de transcription liés a son auto-inducteur (LasR, RhIR, PgsR,
OdsR). Les interactions régulatrices entre les différentes voies sont indiquées par des fleches en
pointillés.

Chacune de ces voies de régulation répond a des stimuli externes spécifiques, tels que la carence en
source de carbone, I'hypoxie, le choc thermique, le stress oxydatif, le stress dii aux métaux lourds ou
le stress salin pour le systeme Las, le choc thermique, le stress oxydatif, le stress di aux métaux lourds
ou le stress salin pour le systéeme Rhl, et la carence en fer et I’hypoxie pour le systeme Pgs. Les stimuli

externes activant le systéeme des oxylipines restent encore a étre élucidés.

PQS est la principale molécule dont les activités régulatrices ont été décrites, elle est capable de réguler
I'expression d’au moins 182 génes du génome de P. aeruginosa (Garcia-Reyes et al., 2020). Les génes
régulés positivement par PQS comprennent ceux impliqués dans le systeme de sécrétion de type Il
tels que pcrV, pcrH, exsC, exsB et également exoS et spcS (Rampioni et al., 2016), ce qui indique
I'importance de PQS dans la virulence de P. aeruginosa. De plus, de nombreux genes régulés par PQS
sont liés a la carence en fer. PQS induit I'expression des genes liés aux systemes d'acquisition du fer

tels que I'opéron pchABCD et le gene pchF impliqués dans la biosynthése de la PCH, ainsi que fptA le
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géne codant pour le TBDT important la PCH ferrique. pvdJ, pvdA et pvdD, des genes impliqués dans la
biosynthese de la PVD, et les génes codant pour les régulateurs pvdS et pchR sont également induits

par PQS (Rampioni et al., 2016).

1.7 Autres régulateurs transcriptionnels

Il existe plusieurs autres systemes de régulation qui controlent directement ou indirectement
I'hnoméostasie du fer chez P. aeruginosa, comme par exemple le produit du géne PA2384, qui est un
homologue de Fur, et dont le locus se situe juste en aval de génes de la voie de biosynthese et
d’acquisition de la PVD. L'expression du géne PA2384 est induite en cas de carence en fer et est
favorisée par PvdS (Ochsner et al., 2002). L'absence de PA2384 réduit fortement I'expression de
plusieurs génes sensibles au fer (génes de biosynthése et de transport de la PVD et de la PCH, génes
de transport et d'utilisation de I'héme, et autres génes d'absorption du fer), tandis qu'elle induit
|'expression des genes codant pour des protéines séquestrant le fer (Zheng et al., 2007). Par
conséquent, le PA2384 semble controler I'homéostasie du fer en favorisant I'acquisition du fer et en
inhibant son stockage, bien qu'il reste a déterminer s'il fonctionne comme un régulateur direct ou

indirect.

Le systéeme a deux composantes AlgZR de P. aeruginosa contréle I'homéostasie du fer en modulant la
transcription de pvdS, du petit ARN interférent prrF2, de hasl et du régulateur de type Fur PA2384
(Little et al., 2018). Cette régulation est influencée par |'état de croissance et la source de carbone
plutét que par la teneur en fer. De méme, le réseau de signalisation Gac/Rsm, une cascade de
régulation multikinase, contréle la biosynthese et I'absorption des sidérophores en modulant
I'expression des génes régulateurs pvdS et pchR (Peng et al., 2020). L'activation du systéme Gac
favorise le mode d'infection chronique en permettant la traduction des génes impliqués dans la
formation du biofilm et en inhibant celle des genes impliqués dans la motilité, spécifiques a l'infection

aigué (Peng et al., 2020).

2 Reégulation post-transcriptionnelle

2.1 Les petits ARN interférents

Les petits ARN interférents (small regulatory RNA, sRNA) bactériens sont des sSRNA non traduits de 50
a 400 pb. Les sRNA reconnaissent les ARN messagers (messenger RNA, mRNA) grace a leur séquence
d'amorcage, qui initie I'appariement des bases (Waters and Storz, 2009). Ils sont codés a un locus
différent de leurs cibles et ils présentent un appariement imparfait avec ces derniéres, ce qui leur

permet de cibler et réguler différents mRNA. La plupart des sRNA agissent en s’appariant avec un
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MRNA empéchant le recrutement du ribosome et inhibant par conséquent la traduction du mRNA
(Bouvier et al., 2008). Les sRNA peuvent également activer la traduction en supprimant la structure
inhibitrice du mRNA qui obstrue le site de liaison du ribosome (Wagner and Romby, 2015). D'autres
mécanismes de régulation comprennent l'induction de la dégradation du mRNA avec le recrutement

d’une ribonucléase (Bandyra et al., 2012).

Différents types de sSRNA ont été identifiés, ceux qui ont leur propre promoteur (soit dans les régions
intergéniques, soit directement a l'intérieur des génes, dans la méme orientation ou dans |'orientation
opposée) et les SRNA synthétisés a partir des mRNA (générés a partir de leur extrémité 5' ou 3')
(Wagner and Romby, 2015). La plupart des sRNA ne sont pas exprimés de maniere constitutive mais
sont généralement induits dans des conditions de stress et jouent un role dans la régulation de Ila
réponse a ce stress (Hoe et al., 2013). Trois SRNA appelés PrrF1, PrrF2 et PrrH interviennent dans le cas
de I'homéostasie du fer chez P. aeruginosa. La synthése de ces sRNA, régulée par Fur, est activée en
réponse a un manque de fer (Oglesby et al., 2008). Ils provoquent la dégradation du mRNA et des
protéines ferriques non essentielles, et ils activent les mécanismes de stockage du fer (Holmgvist and
Wagner, 2017). Les sRNA PrrF jouent un réle dans de nombreux autres processus, hotamment la
motilité, la production de molécules de QS, la virulence et la formation de biofilms. Ces sRNA sont
codés par deux genes hautement homologues, prrF1 et prrF2, qui sont situés en tandem sur le génome
de P. ageruginosa. Cette disposition permet I'expression PrrH, un troisieme sRNA chevauchant prrFi,
prrF2 et leur séquence intergénique. Alors que les genes prrF1 et prrF2 sont codés par toutes les
Pseudomonas, cette disposition en tandem avec I'expression de PrrH est unique a P. geruginosa et
contribue potentiellement a la forte capacité d’adaptation de cette bactérie (Reinhart et al., 2015).
PrrH régule un sous-ensemble spécifique de genes impliqués dans |'absorption et le métabolisme de
I'neme, et d'autres processus cellulaires par le biais de sa séquence unique dérivée de la région

intergénique prrF1-prrF2 (Reinhart et al., 2015).

Le locus prrF1-prrF2 se situe directement en aval de I'opéron phu, systéme d’acquisition de I’'heme de
P. aeruginosa. Il a été montré que le régulateur PhuS en forme apo se lie spécifiguement au promoteur
de prrF1 et module I'expression de PrrF1 et PrrH en fonction du flux d'heme extracellulaire. L'équilibre
entre apo-Phus et holo-PhuS modulerait I'expression relative de PrrH (Wilson et al., 2021). Une étude
récente montre que I’héme et PrrH affecteraient la biosynthése de la PCH en interagissant avec pchE
(Hoang et al., 2023). Ces résultats montrent que I'heme est une source de fer préférée par
P. aeruginosa dans des conditions de croissance statique, ce qui favorise l'initiation du biofilm, comme
lors d’infections chroniques. Cette étude souligne la place importante des SRNA dans I’'homéostasie du
fer chez P. aeruginosa et montre que ses différentes voies d’acquisition du fer peuvent étre

étroitement liées.
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2.2 La protéine de liaison a I’ARN Hfqg

Hfq est une protéine de liaison a I'ARN, et est présente dans la plupart des especes bactériennes. Elle
facilite I'appariement des sSRNA a leurs mRNA cibles, modulant ainsi leur traduction et leur stabilité. En
complexe avec la protéine Crc, Hfg peut aussi interagir avec les mRNA cibles de maniére indépendante
des sRNA. Hfqg régule des centaines de genes, notamment impliqués dans la synthése de facteurs de
virulence, le métabolisme du carbone, la résistance aux antibiotiques, ainsi que la transition entre le
mode de vie planctonique et le mode de vie en biofilm (Janssen et al., 2020; Linares et al., 2010; Pei et
al., 2019; Santoro et al., 2023; Sonnleitner and Blasi, 2014). Une étude transcriptomique portant sur
Hfg a montré que cette protéine a un réle important dans I'acquisition du fer chez P. aeruginosa
(Sanchez-Hevia et al., 2018). En effet, Hfq est capable de contréler les niveaux des sRNA PrrF1, PrrF2
et PrrH, en les protégeant de la dégradation par les ribonucléases. Hfq influencerait également d'autres
éléments du métabolisme du fer chez P. aeruginosa, par exemple certains facteurs transcriptionnels,
affectant ainsi la production des TBDT et la biosynthése des sidérophores. La participation de Hfq a
I'hnoméostasie du fer, ainsi que son influence rapportée sur la tolérance au stress, la répression des
catabolites et le QS, font de cette protéine un régulateur central dans le réglage de la physiologie

cellulaire de P. aeruginosa.
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Chapitre Il :
Voies d’acquisition du fer chez

P. aeruginosa






Au cours de I’évolution, P. aeruginosa a développé un arsenal de stratégies complexes et finement
régulées pour acquérir le fer dans des milieux ol la compétition pour ce métal est rude. En plus de
produire ses propres sidérophores, P. aeruginosa peut utiliser d’autres molécules chélatrices de fer

produites par divers organismes.

1 Voies d’acquisition du fer impliguant des sidérophores endogenes

1.1 Voiedela PVD

1.1.1 Biosynthese et sécrétion

La PVD donne sa couleur verte typique aux cultures de P. aeruginosa et appartient a une famille de
sidérophores chromopeptidiques produits par les Pseudomonas fluorescents. La molécule se compose
de trois parties : un chromophore dihydroxyquinoline conservé qui donne sa couleur verte a la
molécule et la rend fluorescente, un peptide de longueur et de composition variable (6 a 12 acides
aminés), et une chaine latérale variable (Schalk et al., 2020). Les souches de P. aeruginosa produisent
quatre PVD (PVD de type |, II, lll et IV) ayant des chaines peptidiques différentes (Meyer, 2000) (Figure
14). Chaque souche de P. aeruginosa produit I'une de ces quatre PVD, la souche de référence PAO1

produit la PVD de type | (PVDI) (Meyer et al., 1997).

H2N NH, (o
N
“OH
N
H \
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‘ N
0

OH
OH \/\)\H/ 0

Figure 14 : Structure de la PVDI. Les fonctions chélatrices de fer sont représentées en rouge, le
chromophore en vert, la chaine latérale en bleu et la partie peptidique en noir.

OH

Les PVD sont produites par synthese peptidique non ribosomique (Schalk et al., 2020; Visca et al.,
2007), cela signifie qu'il n'existe pas de code génétique pour leur synthése, mais une série de génes
codant pour des enzymes qui synthétisent les PVD a partir d’acides aminés. La synthése de PVDI a été
principalement étudiée (Figure 15). L'assemblage de PVDI commence dans le cytoplasme bactérien

avec la synthése d’un précurseur peptidique de la PVDI ayant une chaine grasse, et se termine dans le
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périplasme avec la cyclisation d’une partie du peptide pour donner le chromophore. Le précurseur
cytoplasmique de la PVDI est assemblé par quatre peptides synthétases non ribosomiques (Non
Ribosomal Peptide Synthetase, NRPS) PvdL, Pvdl, Pvdl), PvdD (Gasser et al., 2015; Schalk and Guillon,
2013). PvdL lie un acide myristique ou myristoléique au premier acide aminé du peptide et assemble
les 3 acides aminés qui vont former le chromophore de la PVDI. PvdDIJ additionne la suite des acides
aminés de la chaine peptidique. Ce précurseur de la PVDI contient des acides aminés atypiques qui
sont synthétisés par les enzymes PvdH, PvdF et PvdA : la 2,4-diaminobutarate (synthétisée par PvdH)
et la formylhydroxyornithine (synthétisée par PvdF et PvdA). Le précurseur de la PVDI assemblé dans
le cytoplasme est exporté dans le périplasme par le transporteur ABC PvdE ou sa maturation fait
intervenir les enzymes PvdM, PvdN, PvdO, PvdP, PvdQ (Hannauer et al., 2012; Yeterian et al., 2010a).
PvdQ clive la chaine grasse, PvdP, PvdM et PvdO assurent la cyclisation oxydative donnant le
chromophore et PvdN remanie la chaine variable (Ringel and Briiser, 2018). PVDI est ensuite sécrétée
par le systeme d'efflux PvdRT-OpmQ dépendant de I'ATP (Hannauer et al., 2010b). La chaine grasse
permet probablement au précurseur de la PVDI de rester associé a la membrane cytoplasmique durant
sa synthese dans le cytoplasme (Hannauer et al., 2012). Il est proposé également que toutes les NRPS
impliquées dans I'assemblage de la PVDI interagissent dans le cytoplasme et forment un complexe
enzymatique appelé le sidérosome au sein duquel la synthése de la PVDI est réalisée (Gasser et al.,

2020, 2015; Guillon et al., 2012; Imperi and Visca, 2013).
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Figure 15 : Voies de biosynthése de la PVDI chez P. aeruginosa PAO1 (Schalk et al., 2020). A. Synthese
du précurseur de la PVDI dans le cytoplasme bactérien. Chacun des quatre NRPS (PvdL, Pvdl, PvdJ et
PvdD) impliqués dans la synthese est divisé en modules (M). Chague module est composé d'un
domaine de condensation (C), d'un domaine d'acétylation (A) et d'un domaine de protéine porteuse
de peptides (PCP). PvdL et Pvdl contiennent des domaines d'épimérisation (E) et PvdD un domaine de
thioestérase (Te). Les acides aminés incorporés dans la chaine sont indiqués sous chaque module,
représentés par la couleur correspondante et par des cercles colorés dans le précurseur final. B.
Maturation du précurseur en isoformes de PVDI dans le périplasme bactérien. Apres la translocation
du précurseur du cytoplasme vers le périplasme via PvdE, le précurseur subit un processus de
maturation impliquant cing enzymes (PvdQ, PvdP, PvdO, PvdN et PtaA). Les cercles verts et rouges sur
les isoformes de PVDI représentent respectivement I'acide succinique et I'acide a-cétoglutarique.

1.1.2  Import du complexe PVDI-Fe et régulation de la voie

La PVDI chélate I'ion Fe3* par le groupement catéchol du chromophore et par les deux fonctions
hydroxamates de la séquence peptidique, avec une stcechiométrie 1:1. La PVDI est un ligand
hexadentate avec une forte affinité pour le fer ferrique, sa constante d'association est de 10302 M
(Albrecht-Gary et al., 1994). Le complexe de la PVDI avec le fer (PVDI-Fe) formé dans I’environnement
de la bactérie est transporté a travers la membrane externe par son TBDT spécifique FpvA (Poole et
al., 1993) (Figure 16) ou par un autre transporteur a plus large spectre, FpvB (Ghysels et al., 2004)
(Figure 17). Le complexe PVDI-Fe va interagir avec le site de liaison de FpvA, le chromophore se lie avec
le domaine bouchon tandis que la partie peptidique interagit avec le tonneau B (Greenwald et al.,

2009; Nader et al., 2007). Le TBDT FpvA de P. aeruginosa PAO1 est capable de reconnaitre certaines
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PVD produites par d’autres espéces de Pseudomonas et de transporter des PVD des types produits par

d'autres souches de Pseudomonas (Greenwald et al., 2009; Hohnadel and Meyer, 1988; Meyer, 2000).

Figure 16 : Structure aux rayons X de FpvA, le TBDT du complexe PVDI-Fe (Brillet et al., 2007). Sur les
deux structures, le bouchon est en rouge et le tonneau en vert. Le domaine de signalisation, en bleu,
peut interagir avec le facteur anti-o FpvR. La boucle reliant le domaine de signalisation au domaine
bouchon est colorée en jaune et correspond a la TonB box. A gauche, FpvA seul. A droite, une molécule
de PVDI-Fe est liée a FpvA et le domaine de signalisation s'est déplacé pour permettre I'interaction
avec FpvR et avec TonB pour la TnB box.

Dans le périplasme, le complexe PVDI-Fe se lie aux protéines périplasmiques FpvF et FpvC, puis le fer
ferrique est réduit en fer ferreux par la réductase de la membrane interne FpvG (Brillet et al., 2012).
L'activité de FpvG est optimum en présence des deux protéines de la membrane interne FpvH et FpvK
et de la protéine périplasmique Fpvl (Ganne et al., 2017). Les fonctions exactes de FpvH, FpvK et Fpv)
ne sont pas connues. Des expériences de double hybride et de pull-down ont montré que toutes ces
protéines interagissent et forment probablement un complexe protéique FpvC-FpvF-FpvG-FpvH-Fpv)
au sein duquel la réduction du fer et la dissociation de la PVDI avec le fer se déroule (Bonneau et al.,
2020). L'apo-PVDI interagit ensuite avec FpvF qui améne le sidérophore a la pompe a efflux PvdRT-
OpmQ pour étre recyclée dans le milieu extracellulaire (Bonneau et al., 2020; Schalk et al., 2002;
Yeterian et al., 2010b) et I'ion Fe?* est chélaté par FpvC, qui I'améne au transporteur ABC FpvDE pour
étre importé dans le cytoplasme (Brillet et al., 2012). La structure de FpvC en complexe avec le fer
ferreux a été résolue, révélant un site hexahistidine ayant la capacité de stabiliser le Fe?* (Vigouroux et
al., 2020). Cette protéine périplasmique est capable de lier le fer ferreux aprés la dissociation du

complexe sidérophore-Fe pour ensuite I'amener vers le transporteur ABC FpvDE (Ganne et al., 2017).
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Figure 17 : Voie d’acquisition du complexe PVDI-Fe.
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La régulation positive de I'expression des génes impliqués dans la voie d’acquisition de PVDI est

orchestrée par le facteur anti-oc FpvR et les facteurs o Fpvl et PvdS (Rédly and Poole, 2003) (Figure 18).

Fpvl régule la transcription de fpvA alors que PvdS régule la transcription de tous les autres genes

impliqués dans la biosynthese et I'import du fer par la

de régulation de I'expression de fpvB n’a été identifié.

PVDI (Rédly and Poole, 2003). Aucun systeme

59
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fpvG , fpvH , fpwl , fpvK prvC fpvD , fpvE , fpvF pvdHI pvd[l -

Figure 18 : Organisation des geénes des voies de biosynthese et d’acquisition de la PVDI chez PAO1. Les
génes impliqués dans la biosynthése sont en vert, les genes impliqués dans la sécrétion de PVDI sont
en vert foncé, le gene codant pour le TBDT FpvA est en bleu, le géne codant pour le facteur anti-o FpvR
est en violet, le géne codant pour le facteur o Fpvl est en rouge et le promoteur avec lequel il interagit
est représenté par un rectangle rouge en amont du gene dont I'expression est controlée, le géne
codant pour le facteur o PvdS est en jaune et les promoteurs avec lesquels il interagit sont représentés
par un rectangle jaune en amont des genes ou opérons dont I'expression est contrélée, les autres
génes de la voie d’acquisition sont en gris, les Fur-box sont représentées par un losange orange. Les
génes représentés en contact direct sont regroupés dans le méme opéron.

1.2 Voiedela PCH

1.2.1 Biosynthese et sécrétion

La structure de la PCH, le second sidérophore produit par P. aeruginosa PAO1, repose sur une structure
chimique de type 2-hydroxyphénylthiazolinyl-thiazolidine (Figure 19). La PCH est issue de la
biosynthese et de la condensation de deux cystéines et d’un acide salicylique. Elle implique les opérons
pchDBCA et pchEFGHI (Reimmann et al., 1998). Les enzymes PchA, PchB et PchD synthétisent le
salicylate a partir de chrosimate (Gaille et al., 2003; Meneely et al., 2013; Serino et al., 1997), puis PchE
et PchF, deux NRPS, vont intégrer les cystéines grace aux enzymes PchC et PchG (Reimmann et al.,
2004, 2001; Ronnebaum et al., 2019). Cette voie de synthese est entierement cytoplasmique, elle
n'implique aucune maturation périplasmique (Ronnebaum and Lamb, 2018). Il a été également
proposé que ces enzymes impliqués dans la synthése de la PCH s’organisent en sidérosome et que la
synthése du complexe se fait au sein de ce complexe protéique (Cunrath et al., 2015). La maniéere dont

la PCH est sécrétée dans le milieu extracellulaire reste inconnue.

OH 0

Figure 19 : Structure de la PCH.
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1.2.2  Import du complexe PCH-Fe et régulation de la voie

La PCH chélate le fer avec une affinité plus faible que la PVDI, sa constante d'association est de 10282
M2, et avec une stoechiométrie de 2:1 (PCH:Fe3*) (Brandel et al., 2012). Ce ligand tétradentate chélate
I'ion ferrique grace a deux amines et deux alcools. La PCH chargée en fer (PCH-Fe) est importée au
travers la membrane externe par le TBDT FptA (Ankenbauer and Quan, 1994) (Figure 20). La
reconnaissance du complexe PCH-Fe par FptA nécessite la présence que d’une seule molécule de PCH,
sachant que deux molécules de PCH sont nécessaires pour chélater le fer. Les deux autres sites de

coordination de I'ion ferrique pouvant étre occupés par un ligand bidentate autre que la PCH.

Figure 20 : Structure aux rayons X de FptA lié au complexe PCH-Fe (Brillet et al., 2011). Le bouchon et
les tonneaux B transmembranaires sont colorés en rouge et en vert respectivement. Le complexe PCH-
Fe est fixé au site de liaison sur le bouchon.

Une fois dans le périplasme, une fraction du complexe PCH-Fe traverse la membrane interne par la
perméase FptX et I'énergie nécessaire est fourni par la force protomotrice de la membrane interne
(Cunrath et al., 2015) (Figure 21) pour ensuite se lier au régulateur transcriptionnel PchR, induisant
|'expression de tous les génes codant pour des protéines de la voie PCH (Michel et al., 2005) (Figure

22).

61



PCH-Fe Fe>* @ PCH
° o €

900000000000000000000000000000.0/

Milieu
extracellulaire

FptA
0000000

Membrane
externe

900000 6%

[}

£

s

B

o

g & 0007 Y \DOOOCO000O00]
55 |

E &

o C ‘
7 0ood OOOOOOOOO00ON OO nom

ATP

O Fe?+ c C C

Biosynthese
PchDBCAEFG

ADP + Pi

Cytoplasme

Figure 21 : Voie d’acquisition du complexe PCH-Fe.

Ce régulateur n’a cependant pas nécessairement besoin d’étre activé par sa liaison avec le complexe
PCH-Fe pour activer la transcription des génes de la voie PCH (Cunrath et al., 2020). Il a été proposé
qgue pour I'essentiel des complexes PCH-Fe, le fer est libéré du sidérophore dans le périplasme avec le
fer libre qui est transporté ensuite parle transporteur ABC PchHI (Roche et al., 2021). Le mécanisme

impliqué dans cette dissociation reste encore non élucidé.

pchA | pchB . pchC | pchD pchR pchE , pchF , pchG , pchH | pchi

fptA fptB fotC  fptx

Figure 22 : Organisation des genes des voies de biosynthese et d’acquisition du fer par la PCH chez
PAOL1. Les genes impliqués dans la biosynthése sont en vert, le géne codant pour le TBDT FptA est en
bleu, le géne codant pour le régulateur PchR est en rouge et les promoteurs avec lesquels il interagit
sont représentés par un rectangle rouge en amont des genes ou opérons dont |'expression est
contrblée, les autres genes de la voie d’acquisition sont en gris, les Fur-box sont représentées par un
losange orange. Les genes représentés en contact direct sont regroupés dans le méme opéron.
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La capacité de P. aeruginosa a excréter deux sidérophores, I'un avec une forte affinité pour le fer
et le second avec une affinité plus faible, permet a la bactérie de s'adapter a différents
environnements. En effet, la PVDI est produite dans des conditions de forte carence en fer et la PCH
dans des conditions ou la carence en fer est moins sévere (Cunrath et al., 2015). De plus, la PCH est
souvent produite en premiere au cours de la croissance bactérienne et lorsque le fer devient plus
limité, la production de la PVDI est activée (Dumas et al., 2013). Cela suggere que la PCH n'est pas
redondante de la PVDI, mais que |'utilisation spécifique de I'un ou I'autre de ces deux sidérophores
pourrait étre bénéfique pour P. aeruginosa. La PVDI est non seulement plus efficace pour chélater le
fer, mais aussi plus colteuse a produire. La capacité de produire une alternative moins colteuse
pourrait permettre aux bactéries de minimiser les co(ts et d’optimiser I'efficacité de ses sidérophores

dans un environnement ou la concentration en fer est fluctuante (Dumas et al., 2013).

2 Voies d’acquisition du fer impliquant des sidérophores exogenes

P. aeruginosa peut également utiliser de nombreux sidérophores produits et sécrétés par d'autres
micro-organismes, aussi appelés sidérophores exogénes ou exosidérophores (Perraud et al., 2020b;
Schalk and Perraud, 2023). La capacité a utiliser ces différents sidérophores va de pair avec |'expression
dans les cellules de P. aeruginosa de systémes d'importation du fer spécifiques pour chacun de ces

sidérophores.

2.1 Voies des catéchols

2.1.1 Tri- et bicatéchols

2.1.1.1 LUentérobactine

L'entérobactine (ENT) est I'archétypique des sidérophores tricatécholés présentant une affinité
exceptionnellement élevée pour le Fe3* (K, = 10*° M) (Loomis and Raymond, 1991). De nombreuses
bactéries Gram négatives, dont Escherichia coli, Salmonella enterica sérotype Typhimurium et
Klebsiella pneumoniae, produisent et utilisent ce sidérophore. L'ENT comprend trois groupements
catécholamines reliés par un anneau trilactone (Figure 23) et, lorsqu'elle n'est pas liée au fer, est
rapidement dégradée. Le Fe3* est coordonné de maniére octaédrique par les six hydroxyles des trois
catéchols déprotonés a pH neutre. Chez E. coli, le complexe entérobactine-Fe (ENT-Fe) est reconnu a

la surface cellulaire et transporté dans le périplasme par FepA, TBDT spécifique de 'ENT. P. aeruginosa
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ne produit pas d'ENT mais possede dans son génome un gene codant pour le TBDT PfeA, apparenté a

FepA, quilie le complexe ENT-Fe et I'importe dans le périplasme.
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Figure 23 : Structure de I'ENT. Les fonctions catéchols sont représentées en rouge. La structure de la
chélation d’un ion ferrique par trois groupements catéchols est présentée a droite.

La structure cristalline de ENT-Fe lié a PfeA a révélé les détails moléculaires de la reconnaissance du
complexe ferrique par son transport (Figure 24) (Moynié et al., 2019). L'ENT-Fe est d'abord reconnu
par les hélices a des boucles extracellulaires de PfeA, ce qui induit un changement de conformation
des boucles et des régions N-terminales du domaine bouchon (NL1 et NL3). Le complexe sidérophore-
Fe peut alors se déplacer vers le site de liaison secondaire situé au niveau du domaine bouchon. Suite
au changement de conformation de la région N-terminale, la TonB-box interagit avec TonB, ce qui
entraine un réarrangement du domaine bouchon, permettant le transport de ENT-Fe dans le

périplasme.
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Figure 24 : Structure aux rayons X de PfeA (Moynié et al., 2019). Le tonneau B est coloré en jaune, les
boucles extracellulaires en vert, les hélices a dans les boucles du tonneau en rouge, le domaine
bouchon N-terminal en bleu et les boucles NL1 et NL3 du domaine bouchon en orange.

Dans le périplasme, I'anneau trilactone est hydrolysé par I'estérase PfeE sans que cela entraine une
libération du fer du sidérophore. Le fer reste associé aux trois molécules de 2,3-
dihydroxybenzoylsérine (DHBS) formant le complexe (DHBS)s-Fe (Gasser et al., 2021; Perraud et al.,
2018). La libération du fer de ce complexe nécessite une réduction du fer par une réductase encore
non identifiée. La fagon dont le fer est ensuite transporté a travers la membrane interne dans le
cytoplasme reste inconnue. L'expression de pfeA et pfeE est régulée par le systeme a deux
composantes PfeS/PfeR, ou PfeS est le senseur de la membrane interne et PfeR le régulateur
transcriptionnel. Le mécanisme implique une liaison de ENT-Fe au senseur PfeS dans le périplasme
bactérien, qui ensuite libere PfeR. Les sites de liaison de PfeR sur la région promotrice de pfeA sont

caractérisés par deux paires de séquences répétitives (Figure 25) (Dean et al., 1996).
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1 CCTCCCCTACCAGCGCCTGGACGATAGCGCCGGCGAAGGTTTCGGCCTCG 50
Al
51 GCCTGGCGATCGCCCGGCGLGCCATCGAGCTACAGGGLGGCCGGCTCTGG 100

Bl A2
101 GCCAGCAACGGCAAGCCCGGATTGTGCCTGCACCTGTGGCTGLCGGLGGEL 150

151 CGCCTGAGGGCGAAGTGTTTAGAAAGTTAATGCGCTTTACTCTCAAATAA 200
Fur box B2
201 CAATCAATATCATTTGTGATCTCTTGCATTTCGCTGCATTGCCCGGAGAT 250

251 CACCGATG = pfeA

Figure 25 : Région promotrice de pfeA. Sont indiqués : le site de départ de la transcription de pfeA (en
gras et souligné), la Fur box et les deux paires de séquences répétitives A1-A2 et B1-B2, sites de liaison
de PfeR (en gras, souligné et en italique).

Un autre TBDT présent dans le génome de P. aeruginosa, PirA, est capable également de transporter
ENT-Fe a travers la membrane externe en |'absence de PfeA (Figure 26). Probablement dans ce

scénario, la dissociation du fer de 'ENT implique également I’estérase PfeE.

La transcription de pirA implique le systéme a deux composantes PirR/PirS, qui est similaire a PfeR/PfeS
(Ghysels et al., 2005). Cependant, méme si le complexe ENT-Fe peut étre importé a travers la
membrane externe par PirA, il n'est pas en mesure d'activer efficacement le systeme a deux
composants PirS/PirR pour induire I'expression de pirA (Gasser et al., 2021). Aucun géne codant pour
une réductase, une enzyme capable de modifier les sidérophores ou un transporteur de la membrane

interne, n'a été trouvé a co6té des locus de pirA, pirR et pirS.
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Figure 26 : Voie d’acquisition du complexe ENT-Fe.

Parallélement al'induction de |I'expression de la voie d’acquisition impliquant le TBDT PfeA, la présence
de complexes ENT-Fe dans le milieu de P. aeruginosa entraine une répression de I'expression des genes
impliqués dans la biosyntheése de la PCH ainsi que les génes codant pour les protéines impliquées dans
I'import du fer par ce sidérophore (Gasser et al., 2016; Perraud et al., 2018). Cependant, aucun effet
sur I'expression des génes du locus de la PVD n'a été observé (Gasser et al., 2016; Perraud et al., 2018).
P. aeruginosa utilise donc préférentiellement un sidérophore exogene a fort pouvoir chélateur pour
promouvoir I'absorption du fer, au détriment de son systéme qui utilise la PCH, ayant une affinité pour
le fer plus faible. L'expression des protéines impliquées dans I'import du fer par la PVDI n’est pas
modifiée.

Les génes codants pour les protéines décrites de la voie des catéchols pfe/pir sont regroupés par locus
dans le génome de P. aeruginosa et a chaque fois divisés en deux opérons différents, I'un contenant
pfeA et pfeE et le second pfeR et pfeS pour le locus pfe, pirA d’un coté et pirR et pirS de I'autre pour le

locus pir (Figure 27). Ces quatre opérons sont régulés par Fur, un site de liaison a cette protéine se

trouve a chaque fois en amont (Dean et al., 1996; Charles R. Dean and Poole, 1993).
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Figure 27 : Organisation des genes des voies d’acquisition des exosidérophores chez PAO1. Pour
chaque voie, le gene codant pour le TBDT est en bleu, le géne codant pour le régulateur est en rouge
et le promoteur avec lequel il interagit est représenté par un rectangle rouge en amont du gene ou de
I'opéron dont I'expression est controlée, le géne codant pour une autre protéine impliquée dans la
régulation est en violet, les autres génes de la voie d’acquisition du fer sont en gris, les Fur-box sont
représentées par un losange orange. Les génes représentés en contact direct sont regroupés dans le
méme opéron.

2.1.1.2 La protochéline, I'azotochéline et la salmochéline S4

Deux autres sidérophores avec des groupements catéchols, la protochéline (PROTO) et I'azotochéline
(AZOTO) (Figure 28), tous deux produits par Azotobacter vinelandii, peuvent également étre utilisés
comme exosidéphores par P. aeruginosa (Gasser et al., 2016). La PROTO est un ligand hexadenté,
similaire a I'ENT, alors que I'AZOTO est un ligand tétradenté, avec seulement deux fonctions catéchol.
Lorsque P. aeruginosa est cultivée en présence de ces composés catécholés, le méme schéma de
régulation que pour I'ENT est retrouvé : I'expression du TBDT PfeA et de I’estérase PfeE est fortement
activée et l'expression des génes codant pour les protéines impliquées dans la voie endogene
d'absorption du fer PCH est réprimée (Gasser et al., 2016). Ces deux sidérophores chélatés au Fe sont
importés par le méme systéme que celui de I'ENT-Fe. Les structures de PfeA en complexe avec les
composés azotochéline-Fe (AZOTO-Fe) et protochéline-Fe (PROTO-Fe) ont été résolues et ont montré
que, bien que I’AZOTO et la PROTO sont chimiquement différents de I'ENT, ils sont reconnus par les
mémes types d’interactions par PfeA (Moynié et al., 2019). La structure du complexe PfeA-AZOTO-Fe

fait intervenir une autre molécule comme un monocatéchol, une molécule de citrate ou de
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cépabactine par exemple, pour compléter la sphére de coordination de fer et former un complexe

octaédrique (Moynié et al., 2019).

La salmochéline S4 (SALMO) est un sidérophore tricatécholé produit par des bactéries telles que
Salmonella enterica (Miller et al., 2009). Cette molécule est un dérivé de I'ENT : la SALMO est une ENT
avec des catéchols C-glucosylés. D’aprés des données non publiées du laboratoire, ce sidérophore
semble pouvoir étre utilisé par P. aeruginosa, mais la voie par laquelle il est importé reste encore a

étre élucidée (Figure 28).
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Figure 28 : Structures de sidérophores tri- et bicatécholés. Les fonctions catéchols sont représentées
en rouge.

2.1.2 Monocatéchols

Il a été montré récemment que les neurotransmetteurs de type catécholamine tels que la dopamine,
la L-DOPA, I'épinéphrine et la norépinéphrine sont capables de chélater le fer et de le transporter
efficacement dans les cellules de P. aeruginosa par I'intermédiaire des TBDT PiuA et PirA (Figure 29 et
30) (Perraud et al., 2022). Ces monocatéchols complexent vraisemblablement le fer avec une
stoechiométrie 3 :1 ou en étant en complexe avec d’autres molécules chélatrices. Il est peu probable
qgue les catécholamines entrent en compétition pour le fer avec les sidérophores endogenes de
P. aeruginosa du fait de leur faible affinité pour le fer. Cependant, cela n’exclut pas un réle biologique

important pour ces molécules, en particulier lors d’infections chroniques. P. aeruginosa est également
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capable d'utiliser des phénols d'origine végétale contenant un groupement catéchol pour accéder au
fer tels que I'acide caféique, I'acide chlorogénique, la quercétine ou la lutéoline (Figure 29 et 30)

(Luscher et al., 2022).
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Figure 29 : Structures de monocatéchols chélateurs de fer et pouvant étre utilisés comme des
sidérophores par P. aeruginosa. Les fonctions catéchols sont représentées en rouge.

Les TBDT impliqués sont également PiuA ou PirA. Ces deux voies d’acquisition sont liées par une
interaction transcriptionnelle : la transcription de pirA est régulée par le systéme a deux composantes
PirS/PirR et PirR est capable d’induire aussi la transcription de piuA (Luscher et al., 2022). Mis a part
Fur et I'interaction avec PirR, aucun systeme de régulation pour |'expression de la voie d’acquisition

impliquant le TBDT PiuA n’est connu. Les complexes ferriques des mono-catéchols décrits pourraient
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induire I'expression de ces systémes par liaison avec PirS. Le locus piu est organisé en deux opérons
piuA/piuB et piuC/piuD (Figure 27). Les génes piuBC coderaient pour une perméase de la membrane
interne a laquelle PiuA se lierait directement pour permettre le transport du complexe ferrique
jusqu’au cytoplasme (Yifan Zhang et al., 2020). La fonction et la localisation de la protéine codée par

piuD sont inconnues.
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Figure 30: Voie d’acquisition des complexes monocatéchols-fer (dopamine, L-DOPA, épinéphrine,
norépinéphrine, acide caféique, acide chlorogénique, quercétine, lutéoline). MONOCAT :
monocatéchol libre, (MONOCAT);-Fe : complexe de trois monocatéchols avec du fer.

2.2 Voie des Hydroxamates

Dans certaines niches écologiques, P. aeruginosa peut se retrouver en compétition avec des mycetes
ou des bactéries du genre Streptomyces, dont certains possedent également des systemes
d'acquisition du fer utilisant des sidérophores. Ces sidérophores sont généralement composés par des

groupements chélateurs de type hydroxamate.

2.2.1 Lanocardamine
Les desferrioxamines représentent une famille variée de sidérophores chélatant le fer a I'aide de

fonctions hydroxamates. La desferrioxamine E, aussi appelée nocardamine (NOCA), est un sidérophore
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tris-hydroxamate cyclique (Figure 31) qui est synthétisé par divers actinomycetes, tels que Nocardia et
Micromonospora (Zéhner et al., 1962), et par des bactéries, telles que Streptomyces griseus (Yamanaka
etal., 2005). Son affinité pour le fer est similaire a celle de la PVDI (K. = 102 M?) (Anderegg et al., 1963)

avec une stoechiométrie pour la chélation de 1:1.
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Figure 31 : Structure de la NOCA. Les fonctions hydroxamates sont représentées en rouge. La structure
de la chélation d’un ion ferrique par trois groupements hydroxamates est présentée a droite.

Le complexe nocardamine-Fe (NOCA-Fe) est importé dans P. aeruginosa par FoxA (Normant et al.,
2020). La structure aux rayons X de FoxA, en interaction avec le complexe NOCA-Fe, a été résolu (Figure
32). Le site de liaison du complexe NOCA-Fe se trouve comme pour tous les TBDT sur le bouchon sur
la face extracellulaire du transporteur. La liaison de NOCA-Fe a son site de liaison sur FoxA initierait
une cascade de réarrangements structurels dans le domaine du bouchon. Ces réarrangements de FoxA
déclenchent I'exposition du motif TonB-box pour permettre I'interaction avec TonB, entrainant la
formation d’un canal pour permettre le passage du substrat a travers la lumiére du tonneau (Josts et
al., 2019). La dissociation du fer de la NOCA implique la réductase FoxB, homologue de FpvG (réductase
de la voie d’import du fer par la PVDI). La structure aux rayons X de FoxB montre un dimeére avec un
domaine transmembranaire en hélice a abritant deux molécules d’hémes, certainement impliqués
dans le transfert d'électrons lors de la réduction du fer (Josts et al., 2021). Cette dissociation du fer de
la NOCA se déroule certainement dans le périplasme de la bactérie comme pour la voie PVDI. La
molécule chélatrice du fer ferreux n’a pas été identifiée pour le moment, ainsi que le transporteur du

fer au travers de la membrane interne.

La liaison de NOCA-Fe a FoxA entraine également un mouvement du domaine de signalisation pour
permettre une interaction avec le facteur anti-o FoxR. Cette interaction initie un clivage protéolytique
de FoxR dans le périplasme, qui entraine la libération du facteur o Foxl dans le cytoplasme. Ce dernier
va diriger la RNA polymerase vers le promoteur de foxA (Figure 33) (Chan et al., 2022; Llamas et al.,
2006). Les séquences I1 et 12 de la région promotrice de foxA correspondent aux sites de liaison ou

Foxl se fixe pour déclencher la transcription (Enz et al., 2003).
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Figure 32 : Structure aux rayons X du complexe FoxA-NOCA-Fe (Normant et al., 2020). La structure de
FoxA-NOCA-Fe se compose d’un tonneau B a 22 brins, du domaine bouchon dans le lumen et de NOCA-
Fe (en beige) lié au sommet du bouchon. La structure est représentée par un dégradé de couleur allant
du bleu (N-terminus) au rouge (C-terminus). La structure est représentée vue de coté (A) et de haut

(B).

Le locus fox est organisé en trois opérons dans le génome de PAO1L : foxA se situe entre I'opéron
foxl/foxR (en amont) et I'opéron foxB/PA2464 (en aval) (Figure 27). Le géne PA2464 voisin de foxB est

guant a lui de fonction inconnue.

Une Fur-box se trouve en amont de foxA et de foxl, permettant la régulation négative de la
transcription des génes de la voie d’import du fer par la NOCA, en cas de trop forte concentration
intracellulaire en fer (Josts et al., 2021; Llamas et al., 2006). La détection et le transport de NOCA-Fe
entrainent I'expression génétique de la voie d’acquisition, mais ne réprimeraient |'expression des

protéines d’aucune des voies endogénes d'absorption du fer (Normant et al., 2020).
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B1
1 CGGGGTCTATCGCCTGGACGACACCGACAAGCTGCTGCAGGTGLTCGLGC 50

51 GGACCCTGCCGGTGCGCCTGCAGCGACATACCCGCTGGTGGGTGAGGGTG 100

Al
101 GTCGCCGCCTGAGTCGCGCCGGCGGCCGCGTGGACGCTTGCTTTICGTCCG 150
11 Fur box 12
151 GAGCGAAACGCACTGAAAATTATTITCATTATTITITGTCGGCTTTCCGCG 200
201 ACTGGTCCGGCTTTACCGATTGAACACCCTTCAACGACTCCAACGGATCC 250

251 CGTTCATG -> foxA

Figure 33 : Région promotrice de foxA. Sont indiqués : le site de départ de la transcription de foxA (en
gras et souligné), la Fur box, les séquences Al et B1 retrouvées également dans le promoteur de pfeA
et les sites de liaison probables de FoxI (11-12) (en gras, souligné et en italique).

2.2.2 La desferrioxamine B

La desferrioxamine B (DFOB) est un sidérophore tris-hydroxamate produit par la bactérie du sol
Streptomyces pilosus. Sa structure chimique est proche de celle de la NOCA, a I'exception qu’elle est
linéaire (Figure 34). La DFOB complexée au fer (DFOB-Fe) peut étre transportée au travers de la
membrane externe de P. aeruginosa par FoxA (Llamas et al., 2006; Normant et al., 2020). La structure
cristalline de FoxA liant DFOB-Fe a révélé des interactions tres similaires a celles de NOCA-Fe avec ce
TBDT (Normant et al., 2020). DFOB-Fe peut aussi étre transporté au travers de la membrane externe
par FpvB, le transporteur d’abord identifié comme le second transporteur du complexe PVDI-Fe, mais
désormais caractérisé comme TBDT a large spectre de ligands hydroxamates (Chan and Burrows,
2022). La protéine FoxB, qui posséde un role important dans |'assimilation du fer par NOCA-Fe, n’est
pas essentielle pour I'assimilation du complexe DFOB-Fe. Cette réductase peut probablement étre
remplacée par une autre protéine qui a une fonction redondante dans d’autres voies d'acquisition du

fer (Josts et al., 2021; O Cuiv et al., 2007).

La présence de DFOB-Fe dans I'’environnement de P. aeruginosa induit la transcription de foxA de la

méme facon que NOCA-Fe a une concentration de 10 uM (Josts et al., 2021; Normant et al., 2020).
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Figure 34 : Structure de la DFOB. Les fonctions hydroxamates sont représentées en rouge.

2.2.3 Le ferrichrome

Le ferrichrome (FERRI) est produit par divers mycetes des genres Ustilago, Aspergillus et Penicillium.
FERRI est composé de trois résidus d'ornithine portant chacun un groupement hydroxamate liés par
trois résidus de glycine fermant le macrocycle. La ferricrocine et la ferrichrysine sont des sidérophores

dérivant du FERRI par des groupements supplémentaires au niveau du macrocycle (Figure 35).
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Figure 35 : Structure du FERRI et de ses dérivés. Les fonctions hydroxamates sont représentées en
rouge.

Le complexe ferrichrome-Fe (FERRI-Fe) est importé dans le périplasme de P. aeruginosa par deux TBDT
FiuA et FpvB (Chan and Burrows, 2022; Llamas et al., 2006) (Figure 36). Une fois dans le périplasme,
FERRI-Fe diffuse a travers la membrane cytoplasmique par l'intermédiaire de la perméase FiuB
(Hannauer et al., 2010a). Dans le cytoplasme, le fer est libéré du ferrichrome par un mécanisme
impliquant une réduction du fer et une modification chimique du sidérophore (Hannauer et al., 2010a).
La réductase n’a pas été identifiée a ce jour. La modification du ferrichrome est une acétylation des
fonctions chélatrices du fer par la N-acétyltransférase cytoplasmique FiuC (Hannauer et al., 2010a).
Apres libération du fer, le FERRI acétylé est excrété dans le milieu extracellulaire par un mécanisme

d'efflux non identifié. Dans le milieu extracellulaire, le chlorure de fer peut hydrolyser les groupements
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acétyles du FERRI acétylé, lui rendant sa capacité a fixer du fer (le chlorure de fer agissant comme un
acide de Lewis) (Hannauer et al., 2010a). Suite a la chélation du fer ferrique, il peut étre a nouveau
absorbé par P. aeruginosa. La transcription des génes codant pour les protéines de cette voie est
induite par les facteurs o/anti-o Fiul et FiuR, et elle est réprimée par Fur (Llamas et al., 2006) (Figure
27).
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Figure 36 : Voie d’acquisition des sidérophores de type hydroxamate complexés au fer. NOCA :
nocardamine, DFOB : desferrioxamine B, FERRI : ferrichrome, PVDI : pyoverdine I.

2.3 Voie de la vibriobactine

La vibriobactine (VIB) est un sidérophore produit par Vibrio cholerae. En plus des trois fonctions
catéchol, la vibriobactine possede également deux fonctions oxazoline capables de chélater le fer

(Figure 37).
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Figure 37 : Structure de la VIB. Les fonctions chélatrices du fer sont représentées en rouge.

Il est probable que la VIB a plusieurs manieres de chélater le fer et différents complexes vibriobactine-
Fe (VIB-Fe) coexistent en équilibre dans les conditions biotiques. Le TBDT FvbA, dont |'expression est
régulée par Fur et le régulateur FvbR de type IcIR, permet I'import du complexe VIB-Fe chez
P. aeruginosa (Elias et al., 2011) (Figure 27 et 38). Etant de type IcIR, FvbR réprime la transcription de
fvbA, et cette répression est levée par I'interaction de VIB-Fe, ou d’'un métabolite associé, a FvbR (Elias
et al., 2011; Molina-Henares et al., 2006). Le devenir du complexe VIB-Fe une fois dans le périplasme
est inconnu, mais la localisation cytoplasmique du régulateur FvbR et sa capacité a lier un complexe
VIB-Fe, tend a suggérer que VIB-Fe ou I'un de ses métabolites est capable de traverser la membrane
interne pour se lier au régulateur. Dans le génome de P. aeruginosa, fvbA est situé directement en
amont d'une hypothétique oxydoréductase cytoplasmique. Cette enzyme pourrait étre impliquée dans

la dissociation du complexe VIB-Fe en réduisant le fer ferrique en fer ferreux.
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Figure 38 : Voie d’acquisition du complexe VIB-Fe.

2.4 Voie des mycobactines et carboxymycobactines

Les sidérophores mycobactine (MYCO) et carboxymycobactine (CMYCO) sont produits par les bactéries
du genre Mycobacterium et représentent un mélange de molécules substituées par une chaine d'acide

gras de longueur et de position variables (Figure 39).
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Figure 39 : Structure générale des MYCO et CMYCO. Les positions R; a Rs sont substituées par des
chaines aliphatiques (Hider and Kong, 2010). Les fonctions chélatrices de fer sont représentées en
rouge.
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Les CMYCO se distinguent des MYCO par la présence d'un acide carboxylique a I'extrémité de la chaine
grasse. Les complexes mycobactine-Fe (MYCO-Fe) et carboxymycobactine-Fe (CMYCO-Fe) sont
importés a travers la membrane externe de P. geruginosa par le TBDT FemA (Llamas et al., 2008)
(Figure 40). Le géne femA est organisé en opéron avec PA1909, un géne pour lequel le produit est
prédit étre un homologue des réductases FpvG et FoxB, impliquées dans la réduction et dissociation
du fer de PVDI-Fe et NOCA-Fe respectivement (Figure 27). PA1909 pourrait jouer un role dans la
dissociation du fer de la VIB en réduisant le fer. En aval de I'opéron femA/PA1909 se trouve un autre
opéron codant probablement pour une perméase de membrane interne et qui pourrait étre impliqué
dans I'import du fer dans le cytoplasme apreés réduction. La transcription de I'opéron femA/PA1909,

est régulée par Fur et le systéme o/anti-o, Feml/FemR (Llamas et al., 2008).
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Figure 40 : Voie d’acquisition des complexes MYCO-Fe et CMYCO-Fe.

2.5 Voie de I'aérobactine, la schizokinen et la rhizobactine

L'aérobactine, la schizokinen et la rhizobactine 1021 sont des sidérophores qui possedent deux
groupements hydroxamates et un groupement a-hydroxycarboxylate (Figure 41). Ces sidérophores
sont produits entre autres par E. coli, Bacillus megaterium et Rhizobium meliloti, respectivement
(Arst¢| and Hohmann-Marriott, 2019; Garénaux et al., 2011; Persmark et al., 2002). Les complexes de
ces sidérophores avec le fer sont importés dans le périplasme de P. aeruginosa par le TBDT ChtA (Cuiv

et al., 2006). Mis a part Fur, aucun systeme de régulation pour chtA n’a été identifié. Le géne chtA ne
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fait partie d’aucun opéron et est isolé dans le génome, aucune autre protéine pouvant étre impliquée

dans cette voie d’acquisition du fer impliquant ChtA n’a pu étre identifiée (Figure 27).
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Figure 41 : Structures de sidérophores mixtes de type oa-hydroxycarboxylate/hydroxamates. Les
fonctions chélatrices de fer sont représentées en rouge.

3 Autres voies d’acquisition du fer

3.1 Voie du citrate
Le citrate, métabolite du cycle de Krebs, est capable de chélater le fer ferrique et de servir de
sidérophore pour P. aeruginosa. Le TBDT permettant I'import des complexes citrate-Fe au travers de

la membrane externe est FecA (Figure 42) (Marshall et al., 2009).
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Figure 42 : Structure du citrate.

La stoechiométrie de chélation du fer par le citrate peut étre variable, et par conséquent différents
types de complexes citrate coexistent a I'état d'équilibre en solution. Cependant, seul le complexe
citrate-Fe de stoechiométrie 2:1 ou 2:2 serait reconnu et transporté par FecA (Ferguson et al., 2002;
Marshall et al., 2009). Une fois le complexe arrivé dans le périplasme, la dissociation du fer du citrate

implique une réduction du métal par PcoA, une protéine périplasmique a activité oxydoréductase. Le
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fer ferreux peut ensuite traverser la membrane interne via le transporteur FeoAB (Marshall et al.,
2009) (Figure 43). La transcription de fecA est régulée par le systéme o/anti-o Fecl/FecR (Llamas et al.,
2008). Fur régule uniguement I'expression de I'opéron fecl/fecR, aucune Fur box n’est trouvée en

amont de fecA (Figure 27).
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Figure 43 : Voie d’acquisition du complexe citrate-Fe. Le complexe citrate-Fe est représenté en
stoechiométrie 2:1.

3.2 Voie de ’heme

L'héme est I'une des sources de fer les plus abondantes pour P. aeruginosa en systeme infectieux : 70
% du fer du corps humain est complexé avec I'héme. L'héme contient un atome de Fe?* chélaté par
une porphyrine (Figure 44). P. aeruginosa posséde trois systemes d’acquisition de I’'héme : le systeme
Phu (Pseudomonas heme uptake), Has (Heme-acquisition system) ainsi que le systéme Hxu (Normant

et al., 2022; Otero-Asman et al., 2019a; Smith and Wilks, 2015) (Figure 45).
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Figure 44 : Structure de I’'héme B.

Concernant la voie Phu, I’héme est importé dans le périplasme par le TBDT PhuR, puis interagit avec la
protéine de liaison périplasmique PhuT (Ochsner et al., 2000). L'absorption a travers la membrane
interne implique le transporteur ABC PhuUV (Ochsner et al., 2000). Dans le cytoplasme, I'héme se lie
a la protéine PhuS, puis HemO interagit avec le complexe PhuS-heme pour dégrader I'hneme en
biliverdine IXR et biliverdine IX6 (Mourifio et al., 2016). Le r6le et la localisation cellulaire de la protéine
codée par phuW, dernier géne de I'opéron phuSTUVW, ne sont pas connus. Aucun systéme de

régulation spécifique n'a encore été identifié pour la transcription du systeme Phu.

Le systeme Has implique la sécrétion de I'hémophore HasAp qui peut extraire I'heme des
hémoprotéines de I'h6te. Le complexe HasAp-héme est reconnu a la surface de la cellule bactérienne
par le TBDT HasR (Centola et al., 2020). Lorsque le complexe HasAp-héme-HasR est formé a la surface
de la cellule, I'héme migre de la protéine HasAp a son site de liaison sur HasR. L'héme transféré dans
le périplasme est ensuite reconnu par PhuT et transporté a travers la membrane interne par la voie
PhuUV (Smith and Wilks, 2015). Le systéme Has est régulé par les facteurs o/anti-o Hasl/HasS (Dent et
al., 2019). La sécrétion de HasAp dans I'environnement extracellulaire dépend d'un systéme d'efflux

HasDe-OpmM (Yukl et al., 2010).

Dans le cas du systeme Hxu, HxuA est exprimé en présence de fortes concentrations d'heme, et sa
transcription est sous le contréle des facteurs o/anti-o Hxul/HxuR (Otero-Asman et al., 2019a). Le rdle
exact de HxuA dans I'homéostasie de I'héme chez P. aeruginosa reste encore mal connu, mais ce TBDT

aurait essentiellement un réle de signalisation plutét que de transport (Otero-Asman et al., 2019a).
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Figure 45 : Voie d’acquisition de I’heme.

3.3 Voie du Pseudomonas quinolone signal

La molécule Pseudomonas quinolone signal (PQS) est la molécule servant de signal de I'un des quatre
systemes du QS qui contréle l'expression des genes en réponse a la population de cellules
bactériennes. Outre son réle de molécule de signalisation pouvant déclencher I'expression de génes
pour la biosynthese des sidérophores PVD et PCH (Popat et al., 2017), le PQS est capable de chélater

le fer ferrique grace a son groupement salicylate (Bredenbruch et al., 2006) (Figure 46).

O
HO

N
H

Figure 46 : Structure du PQS. La fonction chélatrice de fer est représentée en rouge.

Deux mécanismes sont liés au rbéle du PQS dans I’homéostasie du fer. Pour le premier, le PQS
fonctionne comme un piege a fer, le chélatant et le retenant au niveau de la surface cellulaire de

P. aeruginosa. Le deuxieme mécanisme nécessite |'effecteur TseF du systéeme de sécrétion de type VI
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(T6SS) de P. aeruginosa, qui semble relier le PQS a FptA, le TBDT du complexe PCH-Fe (Lin et al., 2017),
ou a la porine OprF (J. Lin et al., 2018). Grace a ce systeme, les vésicules de la membrane externe de
P. aeruginosa peuvent abriter des molécules de PQS chélatant du fer avant d’étre assimilées (Lin et al.,

2017) (Figure 47). L'importance de PQS dans I’homéostasie du fer chez P. aeruginosa doit encore étre

précisée.
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Figure 47 : Voie d’acquisition du fer par le systeme PQS.

3.4 Voie du fer ferreux

Contrairement au Fe*, le Fe** est soluble en milieu aqueux, mais il n'est présent que dans des
conditions anaérobies ou microaérobies. Le Fe?* diffuse librement a travers la membrane externe par
I'intermédiaire de la porine OprG (Chevalier et al., 2017). Le fer est ensuite transporté dans le
cytoplasme a travers la membrane cytoplasmique par FeoABC. Ce systéme protéique, présent chez de
nombreuses bactéries Gram négatives, est composé de la perméase GTP-dépendant FeoB, de la
protéine cytoplasmique FeoA qui permettent I'absorption du fer ferreux solubilisé, et de FeoC, un
régulateur transcriptionnel de type LysR capable de se lier au Fer?* (Lau et al., 2016). En conditions

anaérobies, P. aeruginosa produit également des phénazines (Figure 48), métabolites secondaires a
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fort potentiel redox, qui, par leur oxydation, vont réduire spontanément le Fe3* en Fe?* dans

I'environnement et ainsi alimenter I'absorption du fer via les porines (Wang et al., 2011).

6} OH o
N
” L,
N
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N |
Acide phénazine-1-carboxylique Pyocyanine

Figure 48 : Structures de phénazines produites par P. aeruginosa.

Les phénazines peuvent étre recyclées et réduites dans le cytoplasme par I’oxydation de NADH (Price-
Whelan et al., 2007). Ces composés peuvent réduire le Fe3* associé aux protéines de I'hdte comme la
transferrine ou la lactoferrine (Wang et al., 2011). Les neurotransmetteurs catécholamines peuvent
également réduire le fer et stimuler I'absorption du Fe?* via les perméases (Perraud et al., 2022) (Figure

49).
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Figure 49 : Voie d’acquisition du fer ferreux.
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Cette redondance des systemes d'acquisition du fer (sidérophores, absorption de I'heéme, du
citrate et du Fe?*) chez P. aeruginosa lui permet de s'adapter et de survivre dans différents
environnements ou la concentration en fer est limitée. Sa capacité a utiliser de nombreux
exosidérophores confére a P. aeruginosa un avantage compétitif non négligeable dans diverses niches

ou elle doit rivaliser avec d'autres micro-organismes pour le fer.

4 Voies d’acquisition de métaux autres que le fer

P. aeruginosa possede dans son génome des génes codants pour des TBDT et des protéines impliquées
dans des voies d’acquisition d’'imports de métaux essentiels a son développement autres que le fer
(Tableau 2). Les TBDT ZnuD, CirA et PA2911 sont capables de transporter les ions Zn% du milieu
extracellulaire vers le périplasme (Pederick et al., 2015). OprC importe de la méme maniére les ions
Cu®** (Yoneyama and Nakae, 1996). P. aeruginosa peut acquérir du cobalt en transportant la
cobalamine (appelée aussi vitamine B12) via le TBDT BtuB (Crespo et al., 2018; Shultis et al., 2006).
Pour acquérir du zinc et du nickel, P. aeruginosa utilise la pseudopaline et le TBDT CntO selon un
systeme proche de celui de ses sidérophores endogénes (Gomez et al., 2021; Lhospice et al., 2017;

Mastropasqua et al., 2017; Pederick et al., 2015).

La pseudopaline, molécule chimiquement apparentée a la nicotianamine végétale, appartient a la
méme famille de métallophores a large spectre de type opine que la staphylopine et la yersinopine
synthétisées respectivement par Staphylococcus aureus et Yersinia pestis (Ghssein et al., 2016; Laffont
et al.,, 2019; McFarlane et al., 2018) (Figure 50). Cette molécule est produite et sécrétée par
P. aeruginosa dans son environnement et elle est importée aprés avoir complexée du zinc ou du nickel

(Lhospice et al., 2017).
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Figure 50 : Structure chimique de la pseudopaline.

Les genes cntOLMI du génome de PAO1 codent pour les protéines impliquées dans la biosynthése et

le transport de la pseudopaline (Lhospice et al., 2017) (Figure 51). cntl et cntM, codent pour deux
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enzymes cytoplasmiques responsables de la biosynthése de ce métallophore dans un processus en
deux étapes. CntL synthétise le précurseur de la pseudopaline, appelé yNA, a partir de S-adénosine
méthionine et de L-histidine. CntM catalyse une condensation réductrice au NADH de yNA avec une
molécule d'a-cétoglutarate pour produire de la pseudopaline (Lhospice et al., 2017; McFarlane and
Lamb, 2017). cntl code pour un transporteur de la membrane cytoplasmique appartenant a la famille
EamA, impliqué dans |'exportation de la pseudopaline du cytoplasme vers le périplasme apres la
biosynthése (Lhospice et al., 2017). Le métallophore est ensuite exporté a travers la membrane externe
via la pompe d'efflux MexAB-OprM (Gomez et al., 2021). La pseudopaline complexée a du zinc ou du
nickel est importée dans le périplasme par le TBDT codé par le gene cntO (Lhospice et al., 2017;
Mastropasqua et al., 2017). Il a été suggéré que la pseudopaline libére le métal dans le périplasme, et
que le métal libre soit transporté dans le cytoplasme par un systeme d’importation indépendant du
métallophore, tel que le transporteur ABC ZnuABC décrit pour I'importation du zinc (Gomez et al.,
2021; Pederick et al., 2015). Les genes cntOLMI sont regroupés dans un seul opéron régulé
négativement par une forte concentration intracellulaire de zinc via le répresseur Zur (Zinc Uptake
Regulator) (Lhospice et al., 2017; Pederick et al., 2015). Zur est un régulateur de la méme famille que
Fur et a un réle central dans ’lhoméostasie du zinc chez P. aeruginosa (Patzer and Hantke, 1998;

Pederick et al., 2015).

87



A 2 Zn*/ Nz
5 Z PSEUDO-Zn/Ni Q PSEUDO
2 3 Q s} ‘
z ¢ ®© e ‘
8 cnto
e 00000 .00.o..ooo.oo.ooo.oooo.oooor POOOOO
5%
-6 00000¢ .O................O.........I DOO0OO
L)
£
2 ® ¢ MexAB-
5 OprM
o
Cntl
£
m v
o C
£ Boibotlbibe A 688
L]
&
z Biosynthése ‘
5 CntLm » ¢ [ 4

Figure 51 : Voie d’acquisition de la pseudopaline complexée au zinc ou au nickel. (A) Schéma de la voie
d’acquisition, PSEUDO : pseudopaline, PSEUDO-Zn/Ni : pseudopaline complexée au zinc ou au nickel.
(B) Organisation des opérons cntOLMI et mexABoprM chez PAO1L. Les genes impliqués dans la
biosynthese sont en vert, le gene codant pour le TBDT CntO est en bleu, le dernier gene de I'opéron
est en gris, la Zur-box est représentée par un losange orange. Les génes impliqués dans la sécrétion
sont en vert foncé. Les genes représentés en contact direct sont regroupés dans le méme opéron.

Les ligands des autres TBDT présents chez P. aeruginosa n’ont pas encore été identifiés. Ces TBDT
sont potentiellement impliqués dans I'import de divers métaux, y compris le fer. Des études futures
seront nécessaires pour déterminer les ligands spécifiques et les réles de ces TBDT dans les processus

métaboliques de P. aeruginosa.
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5 Les switchs phénotypiques concernant l'expression des voies

d’import du fer

P. aeruginosa a développé et acquis au cours de I'évolution un nombre impressionnant de stratégies
différentes d’acquisition du fer. Toutes ces voies ne sont pas exprimées simultanément par la bactérie,
mais P. aeruginosa va exprimer selon son environnement la ou les voie(s) les plus apte(s) a lui fournir
du fer (Perraud et al., 2020b). Elle déploie des mécanismes sophistiqués et complexes de régulation
afin d'optimiser [l'utilisation des sidérophores disponibles et produits par d’autres espéces
bactériennes. Ces systémes de régulation interagissent entre eux pour ajuster finement |'expression
des voies d'acquisition spécifiques (Cornelis et al., 2009). La présence de ces diverses stratégies
d’acquisition du fer au niveau du chromosome implique une possibilité d’adaptation phénotypique
impressionnante. Cette adaptation phénotypique de P. aeruginosa est essentielle pour sa survie et sa
compétitivité, elle lui permet de maintenir une croissance optimale dans des environnements ou la
disponibilité du fer est limitée, tout en conservant un avantage compétitif avec d'autres micro-
organismes pour l'acces a cette ressource vitale (Haas et al.,, 2023; Leinweber et al., 2018). La
production de PVD est influencée par diverses conditions physiques : la concentration intracellulaire
en fer est évidemment un facteur clé, mais d’autres facteurs tels que le pH, la température, |'état de
croissance (planctonique ou en biofilm), le degré d'oxygénation du milieu (aérobie, microaérobie ou
anaérobie), la nature de la source de carbone et la densité de population peuvent étre des

déterminants importants (Butaité et al., 2018).

Concernant |'adaptation de P. aeruginosa a la concentration intracellulaire de fer, le régulateur
transcriptionnel Fur joue un rdle essentiel, en régulant la transcription de tous les genes impliqués
dans I’homéostasie du fer. C'est trés certainement ce régulateur Fur qui va permettre a la bactérie une
transition phénotypique de la production de PCH lorsque le fer n'est que modérément limité a la
production de PVD en cas de forte limitation en fer (Dumas et al., 2013). Ceci suggéere que la PCH n'est
pas redondante avec la PVD, mais plut6t une alternative bénéfique pour ajuster I'efficacité et les colts
énergétiques liés a la biosynthése de ses sidérophores endogenes et a I'expression des protéines

impligquées dans leur voie d’acquisition du fer respective.

Dans la régulation de I’expression de ces différentes voies d’'import du fer, la détection de la présence
d’exosidérophores produits par d’autres espéces bactériennes joue un réle déterminant (Perraud et
al., 2020b). Uniquement les formes ferriques de ces exosidérophores sont détectées par P. aeruginosa
et la détection se fait a différents niveaux. Pour les voies régulées par les facteurs o/anti-g, c’est la
liaison du complexe exosidérophore-Fe a son TBDT a la surface de la bactérie qui va activer la

transcription des génes impliqués dans la voie (Brillet et al., 2007; Normant et al., 2020). Pour les
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systemes a deux composantes, le complexe exosidérophore-Fe doit rentrer dans le périplasme et
interagir avec le senseur localisé dans la membrane interne (Gasser et al., 2021; Luscher et al., 2022;
Perraud et al., 2018). Et enfin, pour les régulateurs transcriptionnels de type AraC et IcIR, le complexe
exosidérophore-Fe doit aller jusqu’au cytoplasme pour étre détecté par ce systéme de régulation (Elias
et al., 2011; Michel et al., 2005). Pour permettre I'acquisition des sidérophores et exosidérophores
complexés au fer et leur détection, toutes les voies sont exprimées a un niveau basal, et par
conséquent tous les TBDTs impliqués dans I'acquisition du fer sont présents a la surface de la bactérie.
Lorsque la présence d’un sidérophore ou exosidérophore chélaté au fer est détectée, le systeme de
régulation va se déclencher. Les génes codant pour les protéines impliquées dans la voie d'acquisition
du fer, et en particulier ceux codant pour le ou les TBDT spécifique(s), sont surexprimés. Dans le cas
des voies d’exosidérophores, la surexpression de la voie peut étre induite parallélement a la répression
de I'expression des voies d’acquisition et de biosynthése de la PCH, mais pas celles de la PVD (Gasser

et al., 2016; Perraud et al., 2020b). Cette adaptation phénotypique est représentée par la Figure 52.
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Figure 52 : Mécanisme d’adaptation phénotypique de I'expression des voies d’acquisition du fer chez
P. aeruginosa en présence d’exosidérophores. (1) En absence d’exosidérophores, I'expression des
voies d'acquisition du fer par les sidérophores endogénes est active, permettant a la bactérie
d'acquérir du fer de I'environnement, tandis que I’expression de toutes les autres voies d'acquisition
du fer est exprimée a un niveau basal. Tous les TBDT codés dans le génome sont présents a la surface
de la bactérie. (2) Lorsque la bactérie détecte un complexe exosidérophore X-Fe et qu’elle est capable
de l'importer, le mécanisme d'adaptation phénotypique est déclenché. L'expression de I’'ensemble des
protéines de la voie d'acquisition du fer par cet exosidérophore est activée. Dans certains cas, cela va
de pair avec la répression de I'expression des genes des voies de la PCH, tandis que |'expression des
génes des voies de la PVD n'est jamais modifiée.
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Chapitre IV :
Sideromycines naturelles et synthetiques,

stratégie du Cheval de Troie






La résistance aux antibiotiques chez les bactéries a rendu urgent le développement de nouveaux
antibiotiques ou de nouvelles stratégies thérapeutiques. Un des freins majeurs dans le développement
de nouveaux antibiotiques est la capacité des molécules développées a traverser la paroi bactérienne.
Cette situation est particulierement dramatique dans le cas des bactéries a Gram négatif qui, du fait
de leur membrane externe, sont encore plus imperméables aux molécules que les bactéries a Gram
positif. Les voies d’import du fer via les sidérophores sont souvent proposées comme voie d’entrée
possible d’antibiotiques et plus particulierement dans une stratégie de cheval de Troie, ou la molécule
d’antibiotique est greffée de maniére covalente a un sidérophore. Lorsque le sidérophore importe un
ion ferrique, il importe également la molécule d’antibiotique. Dans cette stratégie, le sidérophore est

utilisé comme un vecteur permettant le transport de I'antibiotique.

1 Sidéromycines naturelles

Au fil de I'évolution, les micro-organismes ont développé des composés sidérophore-antibiotiques
pour éliminer des bactéries concurrentes. Ces molécules sont appelées sidéromycines et sont
composées d’'un analogue de sidérophore lié de facon covalente a une molécule antibiotique (Braun
et al., 2009; Kniisel and Niesch, 1965; Wencewicz and Miller, 2018). La premiére sidéromycine
naturelle rapportée est la griséine, découverte en 1948, isolée a partir d'une souche de Streptomyces
griseus (Reynolds and Waksman, 1948). Cette molécule, par la suite appelée albomycine, posséde une
partie sidérophore avec des fonctions hydroxamates pour chélater le fer (Figure 53) (Pramanik and
Braun, 2006), et une partie antibiotique thioribosyl-pyrimidine qui inhibe la séryl-ARNt synthétase,
stoppant la synthése protéique et entrainant la mort cellulaire (Zeng et al., 2009). L’action antibiotique
de I'albomycine est efficace contre des bactéries a Gram positif telles que Streptococcus pneumoniae
et S. aureus, et a Gram négatif comme Yersinia enterolitica et E. coli (Z. Lin et al., 2018; Pramanik et al.,
2007; Wang et al., 2022). L'albomycine est importée dans P. aeruginosa via le TBDT FiuA sans étre
efficace contre cette bactérie (Braun et al., 2009; Perraud et al., 2020a). En s'inspirant de ces conjugués
naturels, diverses stratégies ont été utilisées pour générer des analogues biologiques, semi-

synthétiques ou entierement synthétiques de sidéromycines (Mislin and Schalk, 2014).
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2 Sidéromycines synthétiques

2.1 Le céfidérocol

Le céfidérocol est le premier et le seul sidérophore-antibiotique sur le marché. Cette molécule s’est
montrée efficace in vivo dans divers modeles d'infection murins contre les bactéries a Gram négatif
multi-résistantes aux antibiotiques, y compris les Enterobacteriaceae résistantes aux carbapénémes,
P. aeruginosa et A. baumannii. (Ito et al., 2016). Il est commercialisé sous le nom de Fetroja®, et est un
antibiotique de dernier recours réservé aux patients atteints de pneumonie ou d’infection urinaire
séveres causées par ces bactéries multi-résistantes. Le céfidérocol est composé d’une céphalosporine
liée a un groupement catéchol chloré permettant la chélation du fer (Figure 53). La céphalosporine est
un antibiotique de la famille des B-lactamines, elle inhibe la synthése du peptidoglycane chez les
bactéries a Gram négatif et Gram positif (Bush and Bradford, 2016). En complexe avec le fer, le
céfidérocol est importé dans le périplasme de P. aeruginosa via les TBDT PiuA et PirA, voir aussi par
PA0434 et FemA (Ito et al., 2017; Luscher et al., 2018).
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Figure 53 : Structures des albomycines et du céfidérocol. Les fonctions chélatrices sont représentées
en rouge.
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2.2 Sidéromycines synthétiques en développement

La vectorisation d’antibiotiques par des analogues de sidérophores est une stratégie prometteuse pour
le développement de nouvelles molécules thérapeutiques. Des analogues de la PVD (Hennard et al.,
2001; Kinzel et al., 1998; Kinzel and Budzikiewicz, 1999) et de la PCH (Noél et al., 2011; Rivault et al.,
2007; Zamri and Abdallah, 2000), ainsi que des hydroxamates (Al Shaer et al., 2020; Wencewicz et al.,
2013; Zdhner et al., 1977) ont été testés dans des stratégies de cheval de Troie. Cependant, des
vecteurs analogues de sidérophores avec des catéchols comme fonction chélatrices du fer ont
essentiellement été développés, car les sidérophores de ce type ont une grande affinité pour Fe3* et
sont capables d’importer le fer dans de nombreuses espéeces et souches bactériennes (Klahn et al.,
2022; Sanderson et al., 2020; Zscherp et al., 2021). Le TCV (Tris-Catechol Vector), le MECAM (1,3,5-
N,N',N"-tris-(2,3-dihydroxybenzoyl)-triaminométhylbenzene) et DOTAM (1,4,7,10-
tetrakis(carbamoylméthyl)1,4,7,10-tetraazacyclododécane) (Figure 54) sont des sidérophores
synthétiques a trois groupements catéchols qui peuvent étre utilisés comme vecteur de molécules
pour de multiples applications chez P. aeruginosa (Fritsch et al., 2022; Moynié et al., 2022; Pinkert et
al., 2021). Ces trois molécules peuvent chélater le fer et I'importer dans les cellules de P. aeruginosa
via le TBDT PfeA pour le TCV et le MECAM et PirA pour le DOTAM (Fritsch et al., 2022). La présence de
ces molécules dans I’environnement de P. aeruginosa induit I’expression des génes pfeA pour le TCV
et le MECAM et pirA pour le DOTAM (Fritsch et al., 2022; Gasser et al., 2016). Cette induction de
I’expression de pfeA en présence de TCV chez P. aeruginosa ou, par ailleurs, de fiuA en présence

d’albomycine, se fait méme dans un systéme d’infection de cellules épithéliales (Perraud et al., 2020a).
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Figure 54 : Structure des vecteurs TCV, MECAM et DOTAM. Les fonctions chélatrices sont représentées
en rouge.

Pour développer efficacement des stratégies de cheval de Troie utilisant des analogues de
sidérophores pour la vectorisation d’antibiotiques, il est essentiel de comprendre en profondeur la
régulation de I'expression génétique des TBDT. L'analyse de cette régulation peut fournir des
informations précieuses concernant le choix du vecteur qu’il faudrait utiliser. En étudiant |'expression
des TBDT dans différentes conditions expérimentales, il est possible de déterminer quels transporteurs
sont surexprimés dans des contextes particuliers, quels sont leurs niveaux d’expression, et voir ainsi
des schémas d’expression. Cette connaissance permet de sélectionner les vecteurs sidérophores qui
utilisent les TBDTs appropriés pour une vectorisation optimale. En comprenant la régulation des TBDT,
il est donc possible d'optimiser la conception des vecteurs et d'améliorer I'efficacité des stratégies de

cheval de Troie dans le contexte de la délivrance ciblée d'agents antibiotiques.
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Chapitre V :
Modélisation mathématique des

meécanismes biologiques de P. aeruginosa






1 La modélisation dans le domaine de la biologie

Au tournant des années 2000, I'émergence de la modélisation mathématique dans le domaine de la
biologie a été largement favorisée par plusieurs facteurs clés. D'une part, les capacités grandissantes
des ordinateurs ont permis de traiter des quantités massives de données biologiques, nécessitant des
analyses automatisées et une approche plus systémique. D'autre part, la complexité croissante des
systemes biologiques étudiés a rendu I'analyse manuelle des données délicate et a créé un besoin

d'outils plus sophistiqués pour les comprendre (Motta and Pappalardo, 2013; Stelling, 2004).

L'émergence de la modélisation mathématique en biologie a également été alimentée par le
développement de projets pluridisciplinaires a l'interface entre la biologie, les mathématiques et
I'informatique. Ces projets interdisciplinaires ont permis de réunir des experts de différents domaines
pour collaborer sur des questions biologiques complexes et ont conduit a des avancées significatives

dans le domaine de la modélisation mathématique en biologie (Chelliah et al., 2015; Stelling, 2004).

Plusieurs domaines spécifiques ont émergé de cette synergie entre la biologie et les mathématiques,
tels que la biologie des systémes, la biologie computationnelle et la bioinformatique (Ingalls, 2013). La
biologie des systemes vise a comprendre et a modéliser les interactions complexes entre les
composants biologiques afin de prédire et de manipuler les réponses des systemes biologiques
(Carvunis et al.,, 2009; Kitano, 2002). La biologie computationnelle combine des approches
mathématiques et informatiques pour résoudre des problemes biologiques complexes. Elle implique
|'élaboration et I'utilisation de méthodes d'analyse de données, de modélisation mathématique, de
simulations et d'approches théoriques pour étudier les systéemes biologiques (Motta and Pappalardo,
2013; Torres and Santos, 2015). La bioinformatique utilise des méthodes mathématiques pour traiter

et analyser les données biologiques (Gauthier et al., 2019).

Les modeles mathématiques et informatiques sont de plus en plus utilisés pour aider a interpréter les
données générées par des approches a haut débit. L'application de modeles informatiques avancés
permet la simulation de processus biologiques complexes, génere des hypotheses et suggere des
nouvelles expériences. Les modeéles informatiques sont mis en place pour exploiter la richesse des
données. Les équipes de recherche en biologie se tournent de plus en plus vers la modélisation, elles
s'intéressent activement a la collecte et a la centralisation des bases de données de modéles grace a
la plateforme BioModels par exemple (https://www.ebi.ac.uk/biomodels/), ainsi qu'a la
standardisation des formalismes de description des systemes biologiques comme par exemple SBML

(https://sbml.org/) et a la mise au point outils de simulation tels que COPASI (https://copasi.org/) ou



https://sbml.org/
https://copasi.org/

BB-SPICE (Madec et al., 2017). Cette approche leur permet d'explorer et de comprendre les systémes
biologiques de maniére efficace et de faciliter la collaboration entre chercheurs. Ces méthodes ont été
utilisées pour étudier la dynamique des populations, les réseaux de régulation génétique, les voies de
signalisation cellulaire et bien d'autres aspects de la biologie (Alon, 2007; Madec et al., 2021; Tyson et

al., 2001).

2 Modeles de différents mécanismes biologiques de P. aeruginosa.

La résistance aux antibiotiques et la formation de biofilm de P. aeruginosa ont été largement étudiées
et modélisées (Biggs and Papin, 2013; Dunphy et al., 2019; Xu et al., 2015; Zhu et al., 2018). Les réseaux
de régulation du QS ont également fait I'objet de tentatives de modélisation (Dockery and Keener,
2001). Concernant son acquisition du fer, des modeles mathématiques ont été développés pour
comprendre et prédire certains aspects. Par exemple, une équation a été établie pour relier le taux de
production de PVD de P. fluorescens a la disponibilité du fer et au taux de croissance des bactéries
(Fgaier et al., 2008). L'effet inhibiteur de croissance des bactéries compétitrices par la production de
PCH et I'absorption du fer de I'environnement ont également été modélisés (Schiessl et al., 2017). De
plus, des modeles mathématiques ont été élaborés pour étudier le taux d'absorption du fer par les
bactéries productrices de sidérophores en fonction de la solubilité du fer et du taux de production de
sidérophores (Leventhal et al., 2019). Enfin, un modele mathématique a été développé pour étudier
la production et la chélation de sidérophores, ainsi que la compétition inter-espéces au sein d'un
biofilm (Eberl and Collinson, 2009). Ces différentes approches de modélisation ont contribué a une
meilleure compréhension des mécanismes associés a l'acquisition du fer de P. aeruginosa dans des
systémes complexes. En revanche, il existe peu de données disponibles dans la littérature concernant
|'adaptation phénotypique de P. aeruginosa et la régulation de son métabolisme d'acquisition du fer.
Nous abordons un aspect non exploré de la biologie de P. aeruginosa en cherchant a développer un

modele de la régulation des voies d'acquisition du fer, qui fait défaut dans la littérature scientifique.



Problématique du projet de these






A ce jour, la maniére dont P. aeruginosa adapte la transcription et I"expression des génes
codant pour les TBDT et pour les différentes autres protéines impliquées dans I'acquisition du fer chez
P. aeruginosa n'a été étudiée que par notre équipe ou celle de M. A. Llamas. Les études existantes
dans la littérature sur ce sujet ont principalement été menées en présence d'un exosidérophore
spécifique ou d'un mélange d'au maximum quatre exosidérophores, a des concentrations spécifiques
et a un temps déterminé de la culture. L'expression a été suivie par analyses protéomiques et a |'aide
des techniques de gRT-PCR (Gasser et al., 2016; Llamas et al., 2008; Normant et al., 2020, 2022;
Perraud et al.,, 2020b, 2022). Cependant, les mécanismes précis par lesquels les bactéries
sélectionnent, régulent, optimisent et coordonnent |'expression de leurs différentes voies de transport
en réponse a leur environnement extérieur restent largement méconnus, notamment en ce qui
concerne la présence de concentrations variables d'exosidérophores ou de mélanges

d'exosidérophores.

Dans le cadre de ce projet de these, notre objectif a été d’aller plus loin dans la compréhension de
|’adaptation de I'expression de ces différentes voies d’acquisition du fer chez P. aeruginosa a I'aide de
modeélisation informatique. Une telle approche a de multiples avantages. D’une part, la modélisation
mathématique permet de formaliser la récolte des données et leur fusion lorsque celles-ci proviennent
de techniques instrumentales différentes. D’autre part, elle permet d’orienter le plan d’expérience,
mettant en lumiere a chaque itération les faiblesses du modéle et donc les expériences a réaliser pour
les combler. Enfin, a terme, le modéle mathématique dispose d’une capacité de prédiction des voies
exprimées en fonction de I'’environnement de la bactérie (Figure 55). C’est I'objectif ultime du projet
dans la mesure ou, pour utiliser ces voies d’import du fer pour importer des antibiotiques via les
sidérophores, il est essentiel de mieux comprendre cette adaptation phénotypique et d’identifier la ou

les voie(s) d’import du fer les mieux adaptée(s) a cette stratégie de cheval de Troie.
Concentrations Niveaux d’expression

Sidérophore A Transporteur A

Modéles

Sidérophore B Transporteur B

mathématiques

Sidérophore C Transporteur C

Figure 55 : Schéma du fonctionnement du modele.

Construire un tel modele mathématique implique dans un premier temps de générer de nombreuses

données expérimentales, ce qui nécessitera la mise au point de méthodes de mesure innovantes, plus
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rapides et moins onéreuses que la protéomique ou la gRT-PCR. Le travail de these se focalise donc sur
la mise au point de ces nouvelles méthodes, leur validation en comparaison avec les méthodes
standards sur la base de modéles mathématiques et la mise au point du modele informatique en y

intégrant progressivement les données expérimentales.
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PARTIE Il :

MATERIEL ET METHODES






1 Mateériel et méthodes biologiques

1.1 Rapporteur transcriptionnel

1.1.1 Fusion transcriptionnelle

1.1.1.1 Description de la technique

La fusion transcriptionnelle est un outil puissant pour étudier la régulation des génes. Dans cette
méthode, le promoteur est fusionné a la séquence codante d'un autre géne qui code pour une protéine
facilement détectable, souvent fluorescente (Casadaban, 1976; Ma, 2018). Le niveau de transcription
du géne rapporteur, et par conséquent la quantité de protéine, est controlé par le promoteur du géne
de fusion. Ainsi, les fusions transcriptionnelles peuvent faciliter I'analyse de la régulation des genes
dont les produits protéiques codés naturellement ne sont pas facilement quantifiables. Cette
technique permet de mesurer I'expression des génes dans les cellules vivantes en temps réel car elle
est non invasive et non destructive. Elle permet d’analyser un grand nombre de conditions différentes

rapidement et a faible colt.

1.1.1.2 Geénes rapporteurs utilisés

La protéine mCherry, constitutivement fluorescente dans le rouge et dérivée de Discosompa sp., a été
publiée en 2004 et a déja été largement utilisée pour des fusions transcriptionnelles (Garcia-Cayuela
et al., 2012; Mohedano et al., 2015). Son temps de demi-vie dans une bactérie a été évalué entre 24
et 48 heures (Garay-Novillo et al., 2019), ce qui en fait un candidat idéal pour des études en temps réel
d’une croissance bactérienne de 24 heures. Sa luminosité est établie a environ 15 M™* cm™ selon la
base de données des protéines fluorescentes FPbase (https://www.fpbase.org/). La luminosité d’une
protéine est calculée comme le produit du coefficient d'extinction et du rendement quantique. Le
coefficient d'extinction molaire (M cm™) est une mesure de la force avec laquelle la protéine absorbe
la lumiére a une longueur d'onde donnée. Le rendement quantique représente le rapport entre les
photons émis et les photons absorbés. C'est la probabilité qu'une fois excitée par un photon, la
protéine émette un photon. La luminosité dépend de caractéristiques supplémentaires de la protéine
telles que I'efficacité de repliement et le pKa. La protéine YPet, constitutivement fluorescente jaune,
est dérivée de I'Aequorea victoria (Nguyen and Daugherty, 2005; Yoon et al., 2013). La luminosité
moléculaire de cette derniére est d’environ 80, ce qui la rend meilleure que mCherry. Ces deux
protéines ont également I'avantage de ne pas chevaucher le spectre d’absorption ou d’émission de
fluorescence de la PVDI, qui est produite par nos souches et qui est naturellement fluorescente dans

le jaune.
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1.1.2 Construction de mutants

Les mutants sont construits a partir de la souche PAO1 (souche de référence de P. aeruginosa isolée
en 1954 sur une plaie infectée a Melbourne en Australie). La souche Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)
a été utilisée comme souche héte pour les plasmides. Les fragments d'ADN de P. aeruginosa pour le
clonage ont été amplifiés a partir de I'ADN génomique de la souche PAO1 avec I'ADN polymérase
Phusion High-Fidelity (Thermo-Fisher Scientific). L'insertion de la séquence a été réalisée a 'aide d'un
plasmide PEXG2 (Rietsch et al., 2005) dans la région intergénique entre g/imS et PA5548, n’affectant
pas le métabolisme de P. aeruginosa (Choi et al., 2005). La construction des plasmides a été réalisée
avec le NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix. Les clones recombinants ont été isolés puis vérifiés

par PCR et séquencage Sanger. Les différents mutants ainsi construits sont répertoriés dans le

Tableau 5.
Nom de la souche Geéne rapporté Rapporteur N° collection
prompfeA-mCherry pfeA mCherry 1111
promfoxA-mCherry foxA mCherry 1112
promfptA-Ypet fptA YPet 1114
promfpvA-Ypet fovA YPet 1115

Tableau 5 : Souches mutantes construites par fusion transcriptionnelle.

1.2 Milieux et conditions de culture

1.2.1  Milieux de culture

Les bactéries sont décongelées et mises en culture dans le milieu Lysogeny Broth (LB). Il contient 20 g/L
de LB Broth Lennox (Euromedex) solubilisés dans de I'eau déminéralisée. Ce milieu peut aussi étre
utilisé sous forme solide (LB Lennox agar, Euromedex) pour la conception de boites de culture en

I'utilisant a 35 g/L. Ce milieu est riche en fer, avec une concentration de 5 uM (Cunrath et al., 2016).

Le milieu casamino acid (CAA) est utilisé pour une culture des bactéries dans un environnement liquide
carencé enfer. Il contient 5 g/L de bacto casamino acid (Gibco), 1,46 g/Lde K;HPO,, 0,25 g/L de MgSQO,,
le tout solubilisé dans de I'eau déminéralisée. La concentration en fer de ce milieu est de 20 nM

(Cunrath et al., 2016).

1.2.2 Conditions de culture
Lors de la préparation d’une culture de P. aeruginosa, 5 mL de milieu LB sont ensemencés dans un

tube a partir du stock conservé a -80°C dans du LB avec du glycérol a 20 %. Le tube de culture estincubé
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pendant 24 heures a 30°C avec une agitation de 220 rpm. Aprés cette incubation, la culture est lavée,
puis resuspendue dans 10 mL de CAA frais. Le tube est alors replacé dans I'incubateur a 30°C avec

agitation a 220 rpm pour la nuit. La culture est préte a étre utilisée le lendemain matin.

1.2.3  Surnageants de culture

1.2.3.1  Souches utilisées
Les souches de Klebsiella pneumoniae et Glutamicibacter arilaitensis utilisées dans cette étude ont été

généreusement fournies par Dr. Olivier Cunrath et sont résumées dans le Tableau 6.

Nom complet de la souche Abréviation Caractéristiques
Klebsiella pneumoniae Wild Type Kp WT Souche WT produisant et sécrétant de I'ENT
Klebsiella pneumoniae AentC Kp AentC Souche mutante ne produisant pas d’ENT
Glutamicibacter arilaitensis Ga Souche WT produisant et sécrétant de la NOCA

Tableau 6 : Souches utilisées pour les expériences avec surnageants de culture.

1.2.3.2 Cultures de Kp et Ga et récupération des surnageants

Les souches Kp et Ga ont été décongelées et mises en culture dans un milieu LB pendant 24 heures
avec une agitation de 220 rpm a 37°C pour Kp et a 30°C pour Ga, puis, aprés lavage, les bactéries ont
été cultivées dans un milieu CAA pendant 24 heures avec une agitation de 220 rpm a 37°C pour Kp et
a 30°C pour Ga. Apres centrifugation a 8500 rpm pendant 3 min, les surnageants sont récupérés et
peuvent étre utilisés en tant que milieu de culture de P. aeruginosa en mélange selon les proportions

volumiques suivantes : 50 % de surnageant et 50 % de milieu CAA.

1.3 Sidérophores
Pour nos expériences, I'ENT et la DFOB ont été achetées a Sigma-Aldrich et la NOCA et la PROTO ont
été purifiées comme décrit précédemment (Meyer and Abdallah, 1978). Les sidérophores sont dilués

dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration de 10 mM.

111



2 Acquisition et traitement des données

2.1 Analyse de croissance, de production de PVDI et de fluorescence

Les pré-cultures faites en milieu carencé en fer sont lavées avec du CAA puis diluées a une densité
optique de 600 nm (DOgoo nm) de 0,01. 200 uL de cette solution bactérienne est déposé dans les puits
d’une plague a 96 puits stérile (Greiner U shape). Une concentration croissante d’ENT (0,01 a 100 uM)
ou de NOCA (0,01 a 100 uM) est ajoutée aux bactéries. La plaque est incubée a 30°C et agitée toutes
les 15 minutes dans un lecteur de microplaques (Infinite® 200 PRO M Nano+, Tecan). Le suivi de
croissance (mesure de la DOgoo nm), de la production de PVDI (mesure de I'absorbance a 400 nm,
DOaoonm) (Budzikiewicz, 2004) et de la fluorescence de la protéine rapportrice se fait par prise de
mesures toutes les 30 minutes pendant 24 heures. Dépendant de la protéine rapportrice utilisée,
I’excitation et I'émission sont réglées aux longueurs d’onde suivantes : mCherry : excitation a 570 nm

et émission a 610 nm, YPet : excitation a 500 nm et émission a 540 nm.
Pour analyser la production de PVDI, les données sont traitées de la maniére suivante :

D0400 nm (2)
DOGOO nm

Pour vérifier si la différence de fluorescence est significative entre une condition et le témoin, nous

utilisons le traitement de données suivant :

(Fluorescence ongition — Fluorescence onirsie)/Fluorescence ontrome (3)

Pour chaque condition, les données de fluorescence ont été traitées comme suit : les données de
fluorescence du contréle (sans sidérophore) sont d'abord soustraites a la fluorescence de la condition
d'intérét. Ensuite, pour chaque condition, la fluorescence résultante est divisée par la DOgoo nm, NOtée
Absorbance ongition, QUi représente la densité des bactéries dans I'échantillon (4). Le résultat peut

étre assimilé au signal de fluorescence émis par une seule bactérie.

(Fluorescence . pgition — Fluorescence . pis10)/Absorbance ., gition (4)

2.2 PCR entemps réel

La transcription de genes spécifiques est mesurée par réaction de polymérisation en chaine
(Polymerase Chain Reaction, PCR) quantitative en temps réel (Real Time quantitative PCR, RT-qPCR).

Les pré-cultures faites en milieu carencé en fer sont lavées avec du CAA puis diluées a une DOggonm de
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0,1. Les cellules sont ensuite cultivées avec ou sans sidérophore (ENT : 0,001 a 10 uM, NOCA: 0,1 a
100 puM), sous agitation a 220 rpm, a 30 °C pendant 8 h. Ensuite, 2,5x108 cellules sont mélangées a
deux volumes de RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen). Les échantillons sont lysés dans du Tris-EDTA
a pH 8,0 contenant 15 mg mL? de lysozyme (Sigma-Aldrich) pendant 15 minutes a 25 °C. Puis, I'ARN
total est extrait a I'aide de RNeasy MinElute Spin Columns et de gDNA Eliminator Spin Columns du
RNeasy Plus Micro Kit (Quiagen). Un traitement par DNase (RNase-Free DNase Set, Qiagen) est réalisé
pour chaque échantillon. La rétro-transcription de I'ARN est faite a I'aide du kit de synthése d'ADNc
iScript™ (Bio-Rad) avec 1 pg d'ARN initial. L'expression des génes est mesurée avec un instrument de
PCR en temps réel CFX Opus 96 (Bio-Rad) en utilisant le supermix iTaq Universal SYBR Green (Bio-Rad)
et les amorces appropriées concues sur l|'application en ligne  Primer3Plus
(https://www.primer3plus.com/). rpoD, clpX, rpsL, proC et uvrD ont été testés en tant que génes de
référence a l'aide de I'outil de sélection des genes de référence basé sur GeNorm du logiciel CFX
Maestro™ (Bio-Rad).rpoD code pour un facteur o responsable de la transcription des génes de ménage,
clpX code pour la sous-unité de liaison a I’ATP de la protéase Clp de la famille des protéines chaperons
de choc thermique, rpsL code pour la protéine S12 de la sous-unité 30S du ribosome, proC code pour
une pyrroline-5-carboxylate réductase impliquée dans la biosynthése de la proline et uvrD code pour
une hélicase impliquée dans la réparation des erreurs d’appariement. Ces genes ont été sélectionnés
car ils ont déja été avérés stables chez P. aeruginosa (Ahmed et al., 2019a; Alqgarni et al., 2016a;
Konings et al., 2013a; Perraud et al., 2020b; Savli et al., 2003a). Dans notre étude, les génes de
référence utilisés sont rpoD et clpX. Pour I'analyse des données, les cycles de quantification (cycle of

guantification, Cq) sont déterminés par régression.

Le ratio de variation (Fold Change) pour chaque gene d’intérét (Gene Of Interest, GOI) et chaque
condition est calculé selon I’équation de Pfaffl (Pfaffl, 2001) ajustée a I'utilisation de deux genes de
référence notés REF1 et REF2. Préliminairement, les efficacités d'amplification (E) des génes cibles
et de référence sont définies en effectuant des dilutions en série d’un échantillon d’ADNc et de leur
analyse par qRT-PCR du géne cible. Les valeurs de Cq sont reportées sur une échelle logarithmique
avec les concentrations correspondantes, puis la pente de la ligne de tendance de ces données est

calculée par régression linéaire. La valeur de E est calculée a I'aide de I'équation suivante :

-1
E = 10pente — 1 )
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Ensuite, pour chaque gene, les valeurs de ACq sont calculées en soustrayant le Cq du contréle du Cq

de la condition étudiée :
ACq = Cq

contrdle chondition (6)

Les valeurs de quantification relative (Relative Quantification, RQ) sont calculées grace a I'efficacité

d’amplification (E) d’'un gene et le ACq de la fagon suivante :

RQ = E*“ (7)

Le facteur de normalisation (Normalisation Factor, NF) est calculé par la moyenne géométrique des

RQ de REF1 et REF2:

NE = /RQpgp; * RQpep, (8)

Pour calculer le Fold Change du GOI entre la condition et le controle, la valeur de RQ du GOI et divisée

par NF :

RQGOI

V RQpgpy * RQpgpy

Fold Change = (9)

Pour calculer I’erreur sur le Fold Change du GOI entre la condition et le controle, les erreurs standards
(Standard Error, SE) des RQ du GOI, de REF1 et de REF2 sont d’abord calculés par propagation
d’incertitude (Daley, 2009; Nordgard et al., 2006) grace a leur RQ respective, a leur E respective, a
I’écart-type (Standard Deviation, SD) des Cq respectif, et au nombre d’échantillons nb (dans notre cas,

nous travaillons avec des triplicats biologiques, doncnb = 3) :

SDcqi - RQ, - In(Ey)

SEpox = (10)

RQk m
Pour k = {GOI,REF1,REF2}.
L'erreur standard du NF (SEyF) est calculé selon :

2 2
NF <SERQ,REF1> (SERQ,REF2> (]_]_)
SEyp= —= - || ——) +|——
\/E RQREFl RQREFZ
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L'erreur standard du Fold Change (SEgc) se calcule en utilisant les expressions précédentes de la fagcon

suivante :

2

SEye\> (SE

stre = e - |(22x) +<M) (12)
NF RQGOI

2.3 Traitement de données

Toute la modélisation mathématique a été réalisée avec Python 3.8 (https://www.python.org/) et des
paquets (https://pypi.org/) : Pandas a été utilisé pour manipuler et gérer les données, NumPy et SciPy
ont été utilisés pour traiter les données et créer les modéles, Matplotlib et Seaborn ont été utilisés
pour les visualisations. Enfin, PyTorch et SciKitLearn ont été utilisés pour tester des approches de

machine learning présentées dans la discussion.

Pour ce qui concerne la modélisation mathématique, la fonction curve_fit de SciPy est utilisée afin
d’estimer les parametres des modeéles mathématiques permettant de s’ajuster au mieux avec les
données expérimentales. L'indicateur de précision utilisé, sauf indication contraire, est |'écart

qguadratique moyen (Mean Square Error, MSE) défini ainsi :

2
MSE = Zk(yk -7) (13)

avec Yy la donnée expérimentale mesurée pour une condition x; donnée et y;, la valeur prédite par

le modéle pour une méme condition xj.

Complémentairement a Matplotlib, GraphPad Prism (https://www.graphpad.com/) a été utilisé pour
visualiser les données. Pour la représentation des résultats de mélange de sidérophores, les
graphiques en courbes de niveaux ont été réalisés en utilisant les fonctions

scipy.interpolate.griddata(method='linear’) et matplotlib.pyplot.contourf.
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3 Modélisation mathématique

3.1 Dynamique de fluorescence

Pour modéliser |I'évolution du signal de fluorescence, nous avons établi deux hypothéses. La premiere
est que le signal de fluorescence est directement proportionnel a la concentration du rapporteur
fluorescent, soit F = k- P ou F est le signal de fluorescence et P la concentration de mCherry ou
YPet. La deuxieme est que I'évolution temporelle de la concentration du rapporteur fluorescent peut
étre modélisée par une équation différentielle du premier ordre (14) impliqguant une expression
constante du géne, et donc un taux de production constant, noté 8 (en pM/h) du rapporteur, et le taux

de dégradation de mCherry ou YPet d (en h?).

dp
— —3-4d- (14)
el

La solution de cette équation différentielle est donnée par I’équation (15). La production de mCherry

ou YPet est modélisée a I'aide de I'équation dépendante du temps t définie par P(t) :

P(t) = Poo-(l _ el t_rto)) (15)

Les parametres de cette équation sont :

e P, concentration de la protéine a I’équilibre, c’est-a-dire quand sa production est
entiérement compensée par sa dégradation,

e T ,temps caractéristique égal a % et correspond au temps nécessaire pour atteindre 63 % de
POOl

e t,, delai de latence correspondant au temps entre le moment ou I’experience démarre et le
moment ou la production du rapporteur fluorescent est détéctée. Ce temps s’explique par
différents aspects biologiques tels que le temps d’adapation de la bactérie a son nouvel
environnement et les délais introduits par les mécanismes de transcription et de traduction,

mais aussi par le seuil de détectiton de fluorescence de I'appareil de mesure.

La Figure 56 représente une courbe tracée avec I'équation (15) et ses parametres. La grandeur

d’intérét est, pour notre application, la valeur . t, permet au modeéle de s’ajuster uniguement sur les
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valeurs en dehors du bruit de fond. D'apreés I'équation (15) a I'état d'équilibre, nous pouvons affirmer

que:

En pratique, le parametre t, est impossible a identifier car le démarrage de la courbe de croissance se
fait dans le bruit de fond. Nous considérerons que cette valeur correspond au moment ou les mesures
sortent en dehors du bruit de fond. Méme si elle est grossiére, cette hypothése ne gene pas I'analyse
des données dans la mesure oU, dans le cas d’un systeme du premier ordre comme celui-ci, I’extraction
des parametres d’intérét, a savoir P,, et T, peuvent se faire sans connaissance précise de t;. La seul

condition a respecter est de fixer une valeur de t; tel qu’a t, le terme de production reste bien

- , . .., dP . T
supérieur au terme de dégradation et donc que la dérivée ¢ Puisse étre assimilée a .

Ainsi, l'activité du gene peut étre déduite de la courbe de fluorescence apres avoir ajusté cette
fluorescence par I'équation (15) (Figure 56). Pour certaines conditions, en particulier les conditions ou
la courbe de fluorescence était proche de zéro, I'ajustement de I'équation (15) par le modéle du
premier ordre échoue, ce qui conduit a des parameétres aberrants (P, trés élevé et/ou T trés faible).
Les données de ces conditions sont supprimées pour la suite de l'analyse. La valeur de 8 représente la
valeur de production de la protéine rapportrice pour la condition donnée. Elle est indépendante du

temps et caractérise la condition étudiée.
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P(b)

Bruit de fond

Figure 56 : Equation de production P(t) avec les parametres : P, T et t,. La courbe de production
d’équation P(t) est représentée en bleu, t, en vert et la tangente a P(t) en t, en rouge.

3.2 Modele de régulation de type « Hill »

L’équation de Hill (Hill, 1910) est un modéle phénoménologique trés souvent employé en biologie des
systemes pour décrire des schémas de régulation a deux états (actif et inactif) avec une transition plus
ou moins raide entre les deux dont la forme rappelle une sigmoide (Bottani and Veitia, 2017; Goutelle
et al., 2008; Santillan, 2008). Lorsque la transition se fait a partir de |'état inactif a faible concentration
de la molécule régulatrice, I’expression nominale de I'équation de Hill, H(x), est donnée par I’équation
suivante (Figure 57) :

n

H(x) = yO+(ymax_ yO)'Kn_l_xn

Les parametres de cette équation sont les suivants :

® y, désigne |'expression génétique basale,

®  Vonax désigne l'expression génétique maximale,

118



e K désigne la concentration de sidérophore nécessaire pour que I'expression génétique soit
égale a la moitié de son maximum,

e 11, aussi appelé coefficient de Hill, détermine la pente de la courbe a la concentration K.

On retrouve bien le comportement asymptotique attendu : lirr(l) H(x) = ypet lim H(x) = Vimax
X— X—00

Ainsi que le point d’inflexion : H(K) = y—ma;f—yo

AVinverse, lorsque la régulation se fait de I’état actif vers I’état inactif, I'équation devient :

KTL
VEETE

Avec les mémes parametres que précédemment. La encore on retrouve le comportement

H'(x) = yo + Omax — Yo) (18)

asymptotique lirr(l) H'(x) = Ymax €t lim H'(x) = y, ainsi que la concentration au point d’inflexion
X— X—00

HI(K) — yma;c‘l’o.

L'équation de Hill a été largement utilisée pour modéliser la fonction de régulation des genes qui
suivent de maniere générale une tendance sigmoide, mais il convient d'étre prudent dans
I'interprétation de la signification biologique de n. Il a été admis que le coefficient de Hill
correspondrait au nombre de sites de liaison avec les facteurs de transcription. Comme le coefficient
de Hill n'est probablement pas un nombre entier, la détermination du nombre de sites de liaison peut
préter a confusion. La synergie des facteurs de transcription peut légérement augmenter la valeur. De
plus, le coefficient de Hill ne permet pas de distinguer les mécanismes compétitifs, non compétitifs ou
ortho-, iso- ou allostériques (Prinz, 2009). Dans nos travaux, le coefficient de Hill sera uniquement
utilisé pour caractériser les données et permettre de comparer une courbe a une autre. Aucune
hypothése sur le nombre et la nature des sites de liaison des facteurs de transcription dans les

séquences promotrices ne sera faite.
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Figure 57 : Exemple d’équations de Hill H(x) avec comme paramétres fixes : Yo =2, Yimax = 6,5, K = 1.
En vert est représentée la courbe de Hill avec n =1, en bleu avec n = 2, en rouge avec n = 3 et en noir
avec n = 4. L'axe des abscisses correspond a la concentration en sidérophore et est en échelle
logarithmique de base 10.

3.3 Modele de régulation de type « Logarithmique »

L'équation linéaire par morceaux dans le domaine logarithmique L(x) (19) est utilisée pour
caractériser un jeu de données comprenant un premier ensemble de valeurs nulles jusqu’a une
certaine concentration xg, puis linéaire en fonction du logarithmique de la concentration logy(x)
(Figure 58).

0, x < xg

L(x) = (19)

X
a-log,,(=), X = Xg
XE
Ou:

e Xxp est la valeur x a partir de laquelle le comportement logarithmique commence a étre
observé.

e aestle coefficient directeur de la droite d’équation a - loglo(xi).
E
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Figure 58 : Exemple d’équation L(x) avec comme paramétres: a =200 et xz = 0.5. La courbe
d’équation L(x) est représentée en bleu. L'axe des abscisses correspond a la concentration en
sidérophore et est en échelle logarithmique de base 10.

3.4 Méthode de comparaison entre jeux de données

3.4.1 Normalisation

La comparaison de deux expressions génétiques modélisées par des équations de Hill repose
principalement sur les valeurs respectives de n et K obtenues aprés avoir ajusté les résultats
expérimentaux par des courbes de Hill. Lorsque deux jeux de données n’ont pas la méme échelle, que
ce soit parce qu’ils ont été obtenus avec des techniques de mesures différentes ou parce qu’ils ont des
valeurs basales et maximales de production différentes, nous normalisons dans un premier temps les
données avant de comparer les résultats. Soient :

X

Hy(x) = Yoa T (ymax,A - yO,A) G
A

(20)
+ x
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Et:

Xp
Hp(x) = Yop T (ymax,B - yO,B) ' KT

(21)
+ xg

Sont respectivement les ajustements par une équation de Hill des jeux de données A et B. Pour évaluer
silen etle K sont équivalents pour les deux jeux de données, nous normalisons dans un premier temps

les deux jeux de données entre O et 1 et ajustons par une équation de Hill pour laquelle y, = 0 et

Ymax = 1:
_ n
HA(x) yO,A — nxA — (22)
Ymax,A — Yo,A KA + X4
Et
Hp(x) — YoB Xp (23)

~ pn n
Ymax,B — Yo,B KB + Xp

Pour comparer deux jeux de données suivant une équation L(x), nous pouvons procéder de maniére
similaire sur la partie ou x = xg en normalisant les données entre O et 1, et évaluer si les xg sont

équivalents.

3.4.2 Comparaison des données et modélisation commune

Une fois les jeux de données normalisés, une méthode de comparaison consiste a les assembler en un
seul jeu. A partir de ce nouvel ensemble, un modéle commun moyen aux deux jeux initiaux peut étre
établi et comparé. Pour se faire, nous pouvons calculer la racine de I'écart quadratique moyen (Root
Mean Square Error, RMSE) qui donnera une valeur de précision entre chaque jeu de données et le
nouvel ensemble. Cette valeur de RMSE pourra ensuite étre comparée a la valeur de 'erreur standard
de chaque jeu de données, qui correspond a I’erreur intrinséque de I'expérimentation. Si la valeur de
RMSE est plus faible ou équivalente a la valeur de I’erreur standard de chaque jeu de données, alors
ce nouveau modele commun peut étre assimilé a celui des jeux de données initiaux. On peut alors

affirmer que les données des différents jeux suivent un modele commun avec une erreur raisonnable.

Prenons deux jeux de données normalisés et modélisés A et B, assemblons-les en un nouvel ensemble
C. Nous connaissons I'erreur standard de A et de B. Nous allons calculer la valeur de RMSE entre A et

C et entre B et C, puis nous allons comparer ces valeurs aux erreurs standards respectives. Si les RMSE
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sont inférieurs ou équivalents aux erreurs standards, alors nous pouvons affirmer que les jeux A et B
sont modélisables par le modéle de C avec une erreur égale a la valeur de la RMSE. Nous pouvons
conclure que les données de A et B suivent la méme tendance et nous avons caractérisé cette tendance

par le modeéle C et son erreur (Figure 59).

—— Modeéle A
— Modeéle B
== = [odeéle C

Figure 59 : Exemple de comparaison de jeux de données normalisés. Le jeu de données A a été
modélisé par une équation de Hill en bleu et le jeu de données B en rouge avec leurs zones d’erreur
respectives. Ces deux jeux de données ont été assemblés en un jeu de données C qui a été modélisé
par la courbe en tirets verts. Ici, le modeéle de C passe par l'intersection des erreurs de A et B. Nous
pouvons conclure que A et B peuvent étre modélisés par I’équation du modele de C.
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Pour étudier I'expression des voies d’'import du fer chez P. aeruginosa, nous souhaitons suivre
et modéliser les variations au niveau de la transcription et de I'expression des génes codant pour les
protéines impliquées dans ces voies. Ces voies sont trés différentes les unes des autres et impliquent
un nombre variable de protéines et des mécanismes moléculaires qui peuvent étre eux aussi trés
différents. Mais, toutes les voies d’'import du fer, exceptée celle important du fer ferreux, impliquent
au moins un TBDT pour I'import du fer ou de I’héme au travers de la membrane externe. Par ailleurs,
tous les genes codant pour des protéines impliquées dans une méme voie d’assimilation du fer sont
tous localisés au niveau d’'un méme locus. Par conséquent, suivre les variations de transcription ou
d’expression des TBDT est assez représentatif de tous les genes d’une voie, et permet de comparer

dans une certaine mesure la variation d’expression des différentes voies.

Ces derniéres années, au laboratoire, |'adaptation phénotypique de P. aeruginosa concernant
I’expression de ses différentes voies d’import du fer a été étudiée en cultivant P. aeruginosa en
présence de différents exosidérophores a une concentration de 10 uM (Gasser et al., 2016; Normant
et al., 2020; Perraud et al., 2020b) ou en présence de 0,25 uM d’héme (Normant et al., 2022). Ces
expériences ont été analysées par une approche de protéomique différentielle (Figure 60) et/ou de
gRT-PCR. P. aeruginosa PAO1 a été cultivé en général pendant 8 h dans un milieu carencé en fer et en
présence d’un exosidérophore a 10 uM ou non (condition témoin). Pour I'approche protéomique, les
protéines sont extraites puis digérées en peptides. Les peptides sont ensuite séparés par
chromatographie liquide (Liquid Chromatography, LC) puis analysés par spectrométrie de masse pour
identifier les protéines présentes dans chaque échantillon. Des bases de données protéiques sont
utilisées pour faire correspondre les spectres de masse aux séguences protéiques connues. Les
différences de quantité de protéines entre les échantillons sont évaluées en utilisant la spectrométrie
de masse en tandem (tandem Mass Spectrometry, MS/MS). Les données de protéomique différentielle
sont traitées statistiquement pour identifier les protéines dont les niveaux d'expression different de

maniere significative entre les échantillons.

Cette méthode a permis de visualiser I’ensemble des protéines dont I’expression varie pour chaque
sidérophore étudié. En examinant les signatures protéomiques associées a chaque condition
expérimentale, nous pouvons identifier les protéines qui sont différemment exprimées et qui jouent
un réle clé dans I'acquisition du fer par le sidérophore testé et dans I'adaptation phénotypique de
P. aeruginosa. Cette approche nous offre une vision globale des réponses adaptatives de P. aeruginosa

en présence de divers sidérophores.
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Figure 60 : Clustermap de I'expression des TBDT présents dans le génome de P. ageruginosa par
analyses protéomiques. Les données ont été obtenues au laboratoire. P. aeruginosa PAO1 a été
cultivée dans un milieu carencé en fer, les données de protéomique différentielle sont issues de Ia
comparaison entre la condition avec un exosidérophore a 10 uM et la condition témoin sans
exosidérophore. Les données ont été analysées sous forme de Fold Change en logarithme de base 2.
La clustermap a été réalisée avec la fonction clustermap du package seaborn sur Python.

La gRT-PCR est une méthode basée sur la quantification relative de mRNA entre deux conditions, dans

notre cas les conditions sont la présence et |'absence d’un sidérophore dans le milieu de culture. Elle

permet de quantifier précisément les niveaux de transcription des genes associés aux voies d’import
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du fer. L'ARN total de I'échantillon biologique d'intérét est d’abord extrait, puis I’ADN complémentaire
(complementary DNA, cDNA) est synthétisé en utilisant une transcriptase inverse (reverse
transcriptase, RT). Le mélange de PCR contient le cDNA, des amorces spécifiques qui amplifient le géne
d'intérét, des nucléotides, une ADN polymérase ainsi que du SYBR Green, une molécule qui fluoresce
une fois liée a de ’ADN double brin. Pendant la réaction de PCR, les amorces spécifiques se lient aux
régions complémentaires du cDNA et I'ADN polymérase synthétise de nouveaux brins d'ADN liés au
SYBR Green. La quantité de fluorescence émise par le SYBR Green est proportionnelle a la quantité
cumulée de brins d'ADN néoformés présents dans I'échantillon. Les données de fluorescence sont
recueillies a chaque cycle de PCR et le nombre de cycles de PCR nécessaires a la détection de la
fluorescence du SYBR Green dans les échantillons par I’appareil (Cq) est déterminé. En normalisant ces
données par les Cq de genes de référence qui ont une expression stable dans toutes les conditions, il
est possible de calculer la différence de quantités initiales d'ARN dans les échantillons d'origine sous
la forme d’un Fold Change. En comparant ces niveaux de transcription dans différentes conditions
expérimentales, il est possible d'identifier les facteurs environnementaux ou les signaux qui
influencent la transcription des génes. Les approches de protéomique et de gRT-PCR ont été utilisées
au laboratoire pour leur complémentarité et leur efficacité. L'expression des transporteurs de
sidérophores peut étre étudiée de maniére précise et quantitative aux niveaux transcriptionnel et
traductionnel, offrant ainsi des informations détaillées sur la régulation des voies d'acquisition du fer

de P. aeruginosa.

Nous avons opté pour une méthode alternative a la qRT-PCR et a la protéomique afin de suivre
|'expression des TBDT. Bien que ces deux approches fournissent des résultats robustes, leur mise en
ceuvre nécessite des protocoles complexes et colteux. Par conséquent, nous avons choisi d'utiliser la
technique des rapporteurs fluorescents. Cette approche nous permet d'explorer un large éventail de
conditions de maniére plus efficace et économique, afin de mieux caractériser I'expression des TBDT

et par conséquent, des voies d'import du fer.
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Résumé de l'article

Nous avons construit des rapporteurs fluorescents pour suivre I’expression génétique des TBDT. Nous
avons intégré dans le génome de P. aeruginosa la région promotrice d’un géne codant pour un TBDT
suivie de la ségquence génétique codant pour mCherry, une protéine fluorescente qui sert de
rapporteur. Le niveau de transcription du géne rapporteur est contrélé par la séquence promotrice du
géne codant pour le TBDT d’intérét. La fluorescence de mCherry dans ces constructions permettra de
suivre et quantifier I'expression du TBDT d’intérét, et permet de générer rapidement et de maniere

économique des données sur I'expression des TBDT.

Nous nous sommes intéressés a I'expression des génes pfeA et foxA chez P. aeruginosa et nous avons
construit les souches rapportrices fluorescentes, appelées prompfeA-mCherry et promfoxA-mCherry.
PfeA importe le fer via 'ENT, un sidérophore de type tricatéchol produit par E. coli et S. typhimurium
(Gasser et al., 2016; Moynié et al., 2019) et utilisé par P. aeruginosa. L'ENT est le sidérophore
présentant la plus grande affinité connue pour le fer ferrique (Ka = 10*° M) (Loomis and Raymond,
1991). FoxA transporte le fer complexé a des sidérophores hydroxamates tels que la NOCA, une
molécule trihydroxamate cyclique également connue sous le nom de desferrioxamine E, produite par
Streptomyces wadayamensis ou Streptomyces parvulus (Josts et al., 2019; Normant et al., 2020).
L'affinité de ce sidérophore pour le fer ferrique (Ka = 1032 M?) est plus faible que celle de I'ENT

(Anderegg et al., 1963).

Pour chaque construction prompfeA-mCherry et promfoxA-mCherry, nous avons vérifié par gRT-PCR
que les expressions des genes voisins du site d’insertion ne sont pas modifiées, et que I'ajout d’un
second promoteur dans le génome ne modifie pas I'activité du promoteur natif. Le point important
gue nous avons également vérifié, est que I'expression génétique de mCherry suit bien I’expression
génétique du gene qu’elle rapporte et que la fluorescence émise par nos deux souches rapportrices

est représentative de I'expression de PfeA ou FoxA.

Les deux souches rapportrices ont été cultivées en plaques 96-puits, en absence et en présence de
concentrations croissantes d’'ENT ou NOCA. La croissance bactérienne a été suivie tout au long de Ia
culture en mesurant I'absorbance a 600 nm, et I’expression des deux TBDT en mesurant la fluorescence
de mCherry. Pour certaines concentrations, nous avons également suivi la transcription des génes
pfeA, foxA et mCherry par qRT-PCR. Pour chaque condition, le signal de fluorescence a été modélisé a
I'aide d'une équation mathématique qui permet de déterminer le taux de production de mCherry,

appelé . Les valeurs de 8 présentent des variations similaires a I'expression génétique de pfeA et foxA
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en fonction de la concentration spécifique du sidérophore. Les données 8 de prompfeA-mCherry ont
été modélisées a l'aide d'une équation de Hill et celles de promfoxA-mCherry avec une équation

logarithmique. Une analyse similaire a été faite avec les données de qRT-PCR.

Les modeles obtenus a partir des données de qRT-PCR et de l'analyse de fluorescence ont été
normalisés afin de faciliter leur comparaison. A partir des données normalisées, un modéle commun a
été établi pour chaque géne, en combinant les données issues de la qRT-PCR et de la fluorescence. Ces
modeéles caractérisent la transcription et I’expression de PfeA et FoxA en fonction de la concentration

respectivement en ENT et NOCA.

La modélisation mathématique des données obtenues a montré que la transcription et I'expression
des génes codant pour PfeA et FoxA ne répondent pas de la méme maniere et avec la méme efficacité
a la présence de concentrations croissantes de leurs sidérophores correspondants. Pour pfeA, le
maximum de transcription a été atteint en présence de 3 uM d'ENT, alors que dans le cas de foxA, le
maximum n'a pas été atteint avec 100 uM de NOCA. Cette différence peut s’expliquer par le fait que
pour les deux voies d'import du fer, les systemes et les mécanismes de régulation transcriptionnelle
des genes impliqués sont différents et tres complexes, impliquant différentes interactions protéiques

et des interactions également différentes entre les protéines et les complexes sidérophore-Fe.

Les approches expérimentales et de modélisation utilisées dans cette étude permettent de quantifier
et prédire I'’expression de pfeA et foxA chez P. aeruginosa en fonction de la concentration d’ENT et de
NOCA respectivement. Nous avons démontré I'efficacité des souches rapporteuses fluorescentes en
tant qu'outils prometteurs pour suivre en temps réel la transcription et I'expression de pfeA et foxA
pendant toute la croissance bactérienne et en présence d'un large éventail de concentrations de

sidérophores.

L'article suivant a été soumis au journal Scientific Reports (https://www.nature.com/srep/) le

25/07/2023.
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Abstract

Ironis a key nutrient for bacterial growth. The source can be either heme or siderophore-Fe complexes.
Siderophores are small molecules synthesized by bacteria to scavenge iron from the bacterial
environment. The pathogen Pseudomonas aeruginosa can express at least 15 different iron uptake
pathways and all but one involve a TonB-dependent transporter (TBDT) for the uptake of iron across
the outer membrane. Little is known about how bacteria modulate and adapt the expression of their
different iron import pathways according to their environment. Here, we have developed fluorescent
reporters between the promoter region of genes encoding a TBDT and the fluorescent reporter
mCherry. With these constructs, we can follow the expression of TBDTs under different growth
conditions. Mathematical modelling of the data obtained showed the transcription and expression of
the gene encoding the TBDT PfeA to have a sigmoidal shape, whereas it was logarithmic for the TBDT
gene foxA. Maximum transcription for pfeA was reached in the presence of 3 UM enterobactin, the
siderophore recognized by PfeA, whereas the maximum was not reached for foxA with 100 uM

nocardamine, the siderophore of FoxA.
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Introduction

Iron is a key nutrient for almost all microorganisms. It is required for bacterial metabolism, growth,
and survival.™ Paradoxically, this essential nutrient shows extremely low solubility (Ksp = 1078 M)
under aerobic conditions and at neutral pH, which severely limits its bioavailability.> Consequently,
iron limitation is a state that microorganisms very often experience and in many ecosystems, the low
availability of iron generates fierce competition between them. To overcome iron restriction, many
microorganisms synthesize and secrete siderophores, low molecular weight ligands that have a very
high affinity for ferric iron (Fe*).® The biological function of siderophores is to scavenge iron in the
environment of bacteria and bring it into the bacterial. In Gram-negative bacteria, the uptake of ferri-
siderophore complexes across the outer membrane involves TonB-dependent transporters (TBDT).’
The energy necessary for the uptake process of ferri-siderophores by these transporters is provided by
the inner membrane proton motive force via the inner membrane protein TonB.2™® TonB forms a
molecular motor with two other membrane proteins, ExbB and ExbD, that are able to transfer the
energy generated by the proton motive force to the TBDT located in the outer membrane. Many X-ray
structures of TBDTs have been published.”***® All are composed of a B-barrel of 22 B-strands
interacting with the lipids of the outer membrane and contain very large extracellular loops. The lumen
of the barrel is filled by a globular domain called the plug. The N-terminal end of the transporter is
periplasmic and contains a 5 to 8 amino acid conserved domain called the TonB box, which is essential

817719 All TBDTs have a binding site localized on the plug

for interaction with the TonB protein.
composed of residues of the plug and the extracellular loops.” After binding of the ferri-siderophore
complex toits binding site on the plug domain, the TonB box of the TBDT interacts with the periplasmic
part of the TonB protein to obtain formation of a channel in the transporter and the uptake of ferri-

siderophore complexes through the outer membrane.®!21%17-19 Ferri-enterobactin TBDTs, PfeA in

Pseudomonas aeruginosa and FepA in Escherichia coli, have an additional binding site for ferri-
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siderophore complexes localized in the extracellular loops of the barrel.'>?° In this case, ferri-
enterobactin likely first binds to this binding site before migrating to the binding site on the plug

domain.

P. aeruginosa is a ubiquitous microorganism known for its high adaptability to a large range of
environmental conditions. It is also an opportunist human pathogen, exhibiting high intrinsic resistance
to a broad spectrum of antibiotics. To access iron, P. aeruginosa produces two siderophores,
pyoverdine and pyochelin, but is also able to use siderophores from other microorganisms in a piracy
strategy.?! The genome of P. geruginosa encodes 35 TBDTs and at least 20 are dedicated to iron import,
three for zinc, one for copper, and one for vitamin B12.2%?2 The transcription and expression of the
genes encoding TBDTs involved in iron acquisition are all regulated by the bacterial intracellular iron
concentration. When iron in the cytoplasm of P. aeruginosa cells reaches a threshold concentration,
iron binds to the transcriptional regulator Fur and the complex formed represses the transcription of
all genes encoding proteins involved in iron homeostasis, including those for TBDTs.?32® Transcription
of some genes encoding TBDTs are also positively regulated, involving sigma ECF/anti-sigma ECF
factors, two-component systems, or AraC-like transcriptional regulators.?’? These three different
systems can detect the ability of P. aeruginosa to scavenge and import specific ferric-siderophore
complexes present in its environment and activate transcription of the gene encoding the TBDT able
to import the ferri-siderophore detected. This results in an increase in the expression of the TBDT of
the ferri-siderophore complex present in the bacterial environment to increase the efficiency of its
uptake.®*%” This often goes hand in hand with repression of the transcription of fptA, the gene

encoding the TBDT of ferric-pyochelin (one of the two siderophores produced by P. aeruginosa).

Until now, the regulation of transcription and expression of genes encoding TBDTs has been
investigated only in the presence of its ligand at one or a few concentrations and at a given time of
culture, i.e., stopping the culture and analyzing the levels of transcription or expression using
techniques such as RT-qPCR or proteomics.3%*337 How the transcription of such genes changes and

varies during bacterial growth and in the presence of different concentrations of siderophores is not
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precisely known. Here, we aimed to monitor and model the changes in transcription and expression of
TBDTs involved in the acquisition of iron across concentration gradients of siderophores. Accordingly,
we investigated the transcription of two genes encoding TBDTs, pfeA and foxA, throughout the
duration of bacterial culture and in the presence of a wide range of concentrations of siderophores.
PfeA imports iron via the tricatechol-type siderophore enterobactin (ENT, Figure S1A), a molecule
produced by Escherichia coli and Salmonella typhimurium >33, Through its three catecholate functions
connected to a triserine macrocycle, ENT is the siderophore with the highest known affinity for ferric
iron (Ka=10% M?).3® FoxA transports iron complexed to hydroxamate siderophores such as
nocardamine (NOCA, Figure S1B, produced by Streptomyces wadayamensis or Streptomyces parvulus),
a cyclic trihydroxamate molecule also known as desferrioxamine E.*®3 The affinity for ferric iron of this
siderophore is weaker than that of ENT (Ka = 1032 M1).3° The X-ray structures of these two TBDTs are
known and data are available concerning how ferri-ENT and ferri-NOCA interact with their respective
binding sites on PfeA and FoxA.'>!® We followed the expression of these two TBDTs using promoter
fusions: the promoter region of one of these two genes was fused to the coding sequence of the
fluorescent protein mCherry, used as reporter,*® and inserted into the genome of P. aeruginosa to have
a fluorescent reporter strain for each TBDT. We show these fluorescent reporter strains to be
promising tools that make it possible to follow the real-time transcription and expression of pfeA and
foxA by fluorescence throughout bacterial growth and in the presence of a wide range of siderophore
concentrations. Surprisingly, we did not observe maximum transcription and expression at the same
concentrations of siderophores for the two genes. Mathematical modeling was used to precisely
characterize the expression levels of these two genes as a function of time and siderophore

concentration.
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Results

Construction of the fluorescent reporter strains prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry to follow
and investigate PfeA and FoxA expression. We chose to use the TBDTs PfeA and FoxA, involved iniron
acquisition by ENT and NOCA, respectively,>® to create a mathematical model of TBDT expression by
P. aeruginosa. To follow the expression of the pfeA and foxA genes, we used promoter fusions in which
the promoter sequences of the pfeA or foxA gene were fused to the coding sequence of a reporter
that can be easily detected or quantified.*° In the promoter fusions, the transcription of the reporter
gene is controlled by the promoter sequences of the gene of interest, which in turn controls the
qguantity of mRNA transcribed and, subsequently, that of the protein synthesized. Here, we used the
red fluorescent protein mCherry because of its well-documented stability and efficiency as a
reporter.*™* The promoter regions of pfeA and foxA both contain a Fur box, involved in transcriptional
regulation via the regulator Fur and the bacterial intracellular iron concentration (Figure 1). pfeA
transcription is also positively regulated by a two-component system involving the inner membrane
sensor PfeS and the transcriptional regulator PfeR.?”*#4> Consequently, the pfeA promoter region also
contains a sequence that interacts with PfeR (Figure 1A). Dean et al. identified the various sequences
recognized by PfeR in the promoter sequence of pfeA, and called them A1, A2, B1, and B2 (Figure 1A).**
These binding sites consist of pairs of palindromic sequences located upstream of and near the starting
codon of pfeA. foxA transcription is positively regulated by a sigma factor (Foxl) and its anti-sigma
factor (FoxR),%° and the promoter region of foxA contains the sequences I1 and 12, predicted to be
recognized by FoxI (Figure 1B). Surprisingly, one copy of each palindromic sequence A and B found in
the promotor region of pfeA is also found in the promotor region of foxA. The role they play in the

regulation of foxA transcription is unknown.

For both genes, we selected a 255-bp sequence directly upstream of the the ATG codon. These two
regions, followed by the DNA sequence of mCherry, were inserted into the genome of P. aeruginosa

between the gImS and PA5548 genes and the strains generated are called prompfeA-mCherry and
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promfoxA-mCherry, respectively (Table S1). This site on the chromosome, well conserved between
P. aeruginosa isolates, has already been used to insert the 4500 bp of the pUC18T mini-Tn7T-Gm
vector, derived from the Tn7 transposon.*® We found that insertion of our sequence in the genome of
P. aeruginosa did not significantly modify transcription of the gimS or PA5548 genes located next to
the insertion locus by RT-gqPCR: similar levels of transcription of these two genes were observed in the
prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry strains grown in the presence of either ENT or NOCA as in
wild type PAO1 (Figure S3). We also checked that the addition of a second promoter in the genome
did not interfere with the transcription of pfeA and foxA, again by RT-gPCR. Indeed, we observed
similar levels of pfeA and foxA transcription in PAO1 as in the prompfeA-mCherry and promfoxA-

mCherry strains grown in the presence of either ENT or NOCA (Figure S4).
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Figure 1. Promoter sequences selected for transcriptional fusion. DNA sequences upstream of the

ATG codon of pfeA (A) and foxA (B). The Fur box for both genes is highlighted, as are the binding sites

of PfeR (A1, A2; B1, B2) for pfeA and the predicted binding sites of Foxl (11, 12) for foxA. For pfeA, Al:

[86 - 93]; B1: [115 - 121]; A2: [145 - 152]; Fur box: [195 - 211]; B2: [241 - 247]. For foxA, B1: [47 - 53];

Al: [121 - 128]; I11: [165 - 170]; Fur box: [165 - 182]; 12: [186 - 191]. The two 255-bp sequences

presented here were used as promoter regions to construct the fluorescent reporter strains prompfeA-

mCherry and promfoxA-mCherry
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Regulation of mCherry transcription by the promoter regions of pfeA and foxA. We used a RT-qPCR
approach to verify that there is, indeed, a correlation between the level of transcription of the mCherry
gene and that of pfeA or foxA in the prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry strains, respectively.
Such a correlation is essential to use mCherry fluorescence to follow pfeA and foxA expression in
prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry. The two strains were grown under iron-restricted
conditions (CAA medium) in the presence of increasing concentrations of ENT or NOCA, respectively,
and the transcription of the mCherry, foxA, and pfeA genes monitored by RT-qPCR (Figure 2). The
mRNA levels of both pfeA and mCherry increased in the prompfeA-mCherry strain as a function of the
ENT concentration with a similar sigmoid shape. Transcription started at approximately 0.1 uM ENT
and the maximal level of mRNA synthesis was reached at 3 uM for both genes. As the two data sets
showed a sigmoid shape, the data were fitted using the Hill equation (1) 7%

n

X
H(X) = Yo+ (ymax - yO) 'Kn + xn (1)

with H(x) as the genetic expression, x the concentration of the siderophore, y, the basal genetic
expression, Yimq, the maximal genetic expression, K the effective affinity, defined as the siderophore
concentration needed for the genetic expression to be half of the maximal expression, and n the Hill
coefficient, which determines the steepness at the transition between the inactive and active state
around x = K. We applied the non-linear least-square minimization algorithm to fit the equation (1)
with the experimental measurements and found the following values for the model parameters : y,=
2.06, Yimax=28.47,n=1.09, K= 0.29 uM for pfeA and y3=1.33, ypqax=10.37, n=1.55, and K=0.40 pM
for mCherry. However, the transcription levels of the transporter gene pfeA were higher than those of

mCherry for all ENT concentrations tested.

For the promfoxA-mCherry strain, the transcription levels of foxA and mCherry followed the increasing
gradient of NOCA concentrations in a similar logarithmic manner, but not as a sigmoid curve as for

pfeA in the prompfeA-mCherry strain. The maximum transcription for both genes was apparently not
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reached at 100 uM NOCA (Figure 2). A piecewise linear equation in the logarithmic domain (2) was

used to model this behavior as follows:

0, x < Xxg

L(x) = (2

X
a-log,o(—), X = Xp
XE

with L(x) as the genetic expression, x the concentration of the siderophore, a the slope of this
logarithmic model, and xi the threshold above which the logarithmic behavior starts. We used the
same fitting algorithm and found a= 15.58, x; = 0.42 uM for foxA and a= 13.58, xz= 0.56 uM for

mCherry. The level of transcription of the transporter gene foxA was also higher than that of mCherry.
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Figure 2. Correlation between mCherry and pfeA or foxA transcription in prompfeA-mCherry and
promfoxA-mCherry cells in the presence of increasing concentrations of ENT and NOCA, respectively.
The P. aeruginosa prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry strains were grown for 8 h in CAA
medium in the absence or presence of increasing concentrations of ENT (0.001 to 10 pM) or NOCA (1
to 100 uM). The transcription of pfeA (light blue points) and mCherry (dark blue triangles) was followed
by RT-gPCR in prompfeA-mCherry and foxA (red squares) and mCherry (dark red diamonds) in
promfoxA-mCherry. The results are expressed as the ratio of the values obtained for the growth in the

presence of the siderophores to those obtained in their absence. Each concentration of ENT or NOCA

146



was tested using biological triplicates. The error bars represent the standard errors calculated by CFX
Maestro™ Software (Bio-Rad). The reference genes used were clpX and rpoD. The data for prompfeA-
mCherry were fitted using the Hill equation (1), as the two data sets showed a sigmoid shape. The two
data sets for promfoxA-mCherry showed a linear shape in the logarithmic domain and, thus, a

logarithmic equation (2) was used for each fit.

Both the pfeA and mCherry RT-gPCR fold-change data sets followed a sigmoid-shaped curve, but their
Hill equation parameters showed differences. The parameters y,, nn, and K from the two equations
were relatively close to each other, but y,,,, Was much higher for pfeA than mCherry. To quantitatively
assess the likelihood of the expression of pfeA and mCherry, we first normalized the data and then
compared them. The method was the following: we i) normalized the data (FCpres and FCpcp )
between 0 and 1 and put them together in a single dataset we named pfeA+mCherry, ii) fit this dataset
with a single Hill equation H(x), and iii) compared the estimated root mean square error (RMSE)
RMSEy,feq and RMSEp, ¢, between this model, which corresponds to the common trend, and the

normalized data of each experimental set taken individually (that for pfeA and mCherry).

A = frp @

FCyfea — Yopfea
FCppen = b 2l 4
VYmaxpfeA — YopfeA

—— FC -
FCooy = mcCh _J/o mcCh ©)
Ymax mch Yomch

The normalized and pooled data sets are presented in Figure 3A with the fitted Hill curves. We
calculated the RMSE between the normalized pfeA and mCherry whole data sets and the
pfeA+mCherry Hill equation. We found RMSE values of 0.052 and 0.051 for the comparison of

the pfeA data set versus that of pfeA+mCherry and the mCherry data set versus that of
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pfeA+mCherry, respectively. We also calculated the RMSE solely for the transition phase by
reducing the range of the dataset on the y-axis, first between 10% and 90% of maximal
expression and then between 20% and 80% of maximal expression. We found RMSE values of
0.065 and 0.070 for pfeA and mCherry, respectively, for the first range and 0.070 and 0.071,
respectively, for the second. Therefore, the error of our pfeA+mCherry model is approximately
7%. To obtain an idea of what such an error represents, we calculated the dispersion, which
intrinsically exists in the data, by calculating the RMSE between the data and the Hill dataset-
specific model for both genes. All RMSE values were of the same order of magnitude,
regardless of the domain. Thus, modeling both datasets using a unique model did not appear
to introduce any additional error to that intrinsically present in the dataset, suggesting that
the model is valid. In conclusion, pfeA and mCherry behave in the same manner with respect

to the siderophore concentration in qRT-PCR.

We normalized the data from promfoxA-mCherry using the same method and created the pooled data
set foxA+mCherry. The logarithmic models of the normalized transcriptional expression data of foxA
and mcCherry and those of foxA+mCherry all had the same parameters (a= 0.5 and xz= 1 uM, Figure
3B). We calculated the RMSE between the normalized foxA and mcCherry data sets and the
foxA+mCherry logarithmic equation and found RMSE values of 0.123 and 0.151 for the comparison of
the foxA data set versus that of foxA+mCherry and the mCherry data set versus that of foxA+mCherry,
respectively. The error of our foxA+mCherry model is aproximately 15%. Using the same approach as
for pfeA and mCherry, we computed the intrinsic dispersion between the foxA or mCherry data and
the foxA+mCherry model. The RMSE values between the data and the model were also of the same
order of magnitude. The use of a single model for both data sets did not introduce any additional error
beyond the intrinsic variability present in the data. Hence, the validity of the model remains
unaffected. In conclusion, foxA and mCherry exhibit similar behavior as a function of the siderophore

concentration in qRT-PCR.
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Figure 3. Normalization of pfeA and mCherry transcription. (A) The normalized data sets of RT-qPCR
fold changes from the prompfeA-mCherry strain are represented in blue for pfeA and in red for
mCherry (data as dots and the Hill curve as the dashed line). The Hill curve of the pfeA+mCherry data
set, with an error of + 7%, is represented by the purple dashed line and the transparent purple area.
(B) The normalized data sets of RT-qPCR fold changes from the promfoxA-mCherry strain are
represented in blue for foxA and in red for mCherry. The logarithmic normalized data sets of foxA,
mCherry, and foxA+mCherry are modeled using the same logarithmic equation, with an error of + 15%

represented as a grey dashed line with a transparent grey area.
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Overall, the prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry constructs meet all the criteria of a fusion
reporter. For both constructs the transcription of mCherry follows that of the studied TBDT,
demonstrating that mCherry transcription and expression are regulated by the promoter region of
both TBDTs. However, it should be noted that we observed a higher level of transcription for the genes
encoding the TBDT than that of mCherry for both constructs. This difference was more pronounced in
the case of the fusion reporter carrying the pfeA promoter region. Interestingly, the transcription of
both the pfeA and foxA genes appears to not respond in the same way nor with the same efficiency to
the presence of their siderophores. Maximum transcription was reached for pfeA with 3 uM ENT,

whereas the maximum was not reached for foxA with 100 uM NOCA.

mCherry expression modelling in both prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry cells. The
transcription kinetics of mCherry and pfeA in prompfeA-mCherry and those of mCherry and foxA in
promfoxA-mCherry follow the same dynamics, allowing the two fusion reporters to be used to monitor
the expression of the two TBDTs under different growth conditions. Stimulation of pfeA or foxA
transcription and expression lead to an increase in mCherry synthesis and, consequently, in the
monitored fluorescence of mCherry. We followed pfeA and foxA expression by monitoring mCherry
fluorescence during prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry growth in CAA medium with
increasing concentrations of ENT and NOCA. Bacterial growth was monitored by measuring the optical
density at 600 nm (ODsoo nm) and the fluorescence of mCherry at 610 nm (excitation wavelength: 570
nm) as a function of time (Figure 4A and 4B). There was no significant increase in fluorescence for
either construct at any tested concentration of ENT or NOCA for the first six hours of culture. For
prompfeA-mCherry, we observed an increase in mCherry fluorescence during bacterial growth for
concentrations of ENT of 0.1 uM or higher, with maximum fluorescence obtained at 3 uM ENT (Figure
4A). For promfoxA-mCherry, the monitored fluorescence of mCherry increased with increasing

concentrations of NOCA and no saturation was observed (Figure 4B).
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For each condition, the fluorescence data were treated as follows: the fluorescence data of the control
(without siderophore) was first subtracted from the fluorescence of the condition of interest. Then,
for each condition, the resulting fluorescence was divided by the ODgoo nm (Absorbance ongition),
which represents the density of the bacteria in the sample (7). Within a factor of one, the result can

be considered to be the fluorescence signal emitted by a single bacterium.

(Fluorescence ongition — Fluorescence onero1) /Absorbance onaition @)

151



A 14000

— 1
— 09
— 08 — 100
g — 07 — 30
g =05 = ;0
g — 04 5
0.3
o 55 — L7
[ o=
8 — 016 — 15
= — 0063 12
— 004 1.1
— 0.025
-4000 , , : : 0.016
0 5 10 15 20 —— 001
Time (h)
B
— 16
— 14
— 12 — 100
— 10 — 8
8 — 70
— &
— 50
— 40

Fluorescence / Absorbance

ORNWRW

0 5 10 15 20
Time (h)

Figure 4. mCherry fluorescence monitored in both prompfeA-mCherry (A) and promfoxA-mCherry
(B) strains. prompfeA—-mCherry and promfoxA—mCherry strains were grown in CAA medium in the
absence or presence of increasing concentrations of ENT and NOCA, respectively, and the ODgponm and
fluorescence of mCherry (excitation at 570 nm and emission at 610 nm) monitored. The bacterial

fluorescence rate calculated using equation (7) is represented for each concentration. Three
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independent experiments with three technical replicates were performed for each concentration of
ENT and NOCA tested (n = 3). Only the means of the three data points are shown and no error bars are

shown for convenience.

Rate of mCherry synthesis

To characterize all the curves of the fluorescence data shown in Figure 4, we fitted the synthesis
equation (8) for each condition. We modeled the transient evolution of the fluorescence signal using
two assumptions : i) the fluorescence signal is directly proportional to the concentration of mCherry:
F =k - P, where F is the fluorescence signal and P the concentration of mCherry, and ii) the temporal
evolution of the concentration of mCherry can be modeled by a first-order differential equation (8)

involving the gene expression B (in uM/h) and the degradation rate of mCherry d (in h™?).

P g 6)

The solution of this differential equation is given in (9)

P(t) = Py (1— e(‘@)) 9)
where P, is the concentration of mCherry at the steady state (concentration reached after an infinite
time), t, represents the lag time or adaptation time (time between the start of culture and the
beginning of mCherry synthesis, which also depends on the fluorescence detection threshold of the
analytic instrument), and t is the characteristic time, which is equal to 2.2/d, and corresponds to the

time required to reach 63% of P,,.

According to equation (9), at steady state, we can state that

POO
B = = (10)

Thus, within a factor of one, the gene activity can be deduced from the fluorescence curve after having

fitted this fluorescence using equation (9). For certain conditions, in particular, conditions in which the
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fluorescence curve is close to zero, the fit of the synthesis equation (9) by the first-order model fails,
leading to aberrant parameters (very-high P, and/or small 7). The data of these conditions were
removed for further analysis. The 8 values of accepted conditions plotted for the strains prompfeA-
mCherry and promfoxA-mCherry are shown in Figure 5. The rate of mCherry synthesis followed the
gradient of ENT with a sigmoid shape for the prompfeA-mCherry strain and in a logarithmic manner

for the gradient of NOCA in the promfoxA—mCherry strain.
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Figure 5. Fold change in mCherry synthesis in prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry cells grown
in iron-restricted conditions and in the presence of increasing concentrations of ENT and NOCA,
respectively. The § values of strain prompfeA-mCherry (filled blue circles, empty blue circles are
outliers) are plotted according to the ENT concentration and those of strain promfoxA-mCherry (filled
red circles, the empty red circles are outliers) according to the NOCA concentration. The sigmoid curve
fitted with the Hill equation (1) on the prompfeA-mCherry data is represented by the blue dashed line
and the parameters obtained were: yo= 73.08, V0= 874.07, n= 2.10, K= 0.61 uM. The logarithmic
model (2) based on promfoxA-mCherry data is represented by the red dashed line and the parameters

obtained were: a=192.93 and xg=0.45 uM. Outliers were not considered for either curve fitting.
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We treated the fluorescence data for prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry as previously
described to compare them to the RT-qPCR data. Again, we calculated the RMSE between the common

model and the gene-specific model as a metric to assess the validity of this approach.

FCo _ FCRT—qPCR — Yo RT-qPCR
RT-qPCR — 11)
Ymax RT—-qPcR — Y0 RT—qPCR

FC -
FCFluo — Fluo Yo Fluo (12)

Ymax Fluo — Yo Fluo

The normalized and pooled data sets with the fitted models for prompfeA-mCherry are represented in
Figure 6A. We performed a similar analysis as presented before and calculated the RMSE between the
normalized RT-gPCR and Fluo whole data sets and the RT-gPCR+Fluo Hill equation. We found RMSE
values of 0.068 and 0.107 for the comparison RT-qPCR/RT-qPCR+Fluo and Fluo/RT-qPCR+Fluo,
respectively. We also calculated the RMSE for the transition phase, which involved first using only data
between 0.1 and 0.9 and then 0.2 and 0.8 of the normalized fold change. The RMSE values were 0.083
and 0.099 for the data between 0.1 and 0.9 and 0.100 and 0.103 for the data between 0.2 and 0.8 for

RT-gPCR and Fluo respectively. Thus, the error of our RT-gPCR+Fluo model is approximately 10%.

Applying a similar methodology as that used for the RT-qPCR data previously, we determined the
inherent dispersion between the RT-gPCR or Fluo data and the RT-qPCR+Fluo model. The RMSE
between the data and the model showed a comparable magnitude. The utilization of a single model
for both datasets did not introduce any additional errors beyond the inherent variability in the data.
Therefore, the validity of the model remains unaltered. Thus, the RT-gPCR and Fluo data, in other
words, the transcriptional expression of mCherry and mCherry synthesis, appear to show analogous

behavior in relation to the siderophore concentration.

As previously, for promfoxA-mCherry, both the transcriptional expression of mCherry and mCherry
synthesis could be normalized and modeled by the logarithmic equation of RT-qPCR+Flu. The

normalized models of the transcriptional expression of mCherry and mCherry synthesis and RT-
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gPCR+Fluo all had the same parameters (a= 0.5 and xg=1 uM, Figure 6B). For the comparison of RT-
qPCR/RT-qPCR+Fluo, the RMSE value was the same as that previously calculated, 0.151. We calculated
the RMSE for the comparison of Fluo/RT-qPCR+Fluo and found a value of 0.087. Here, we also assessed
the intrinsic dispersion between the RT-gPCR or Fluo data and the RT-gPCR+Fluo model. The RMSE
between the data and the model were of similar magnitude. Employing a single model for both
datasets did not introduce additional errors beyond the inherent variability. Thus, the model's validity
remains unchanged, indicating analogous behavior between the RT-gPCR and Fluo data in response to

the siderophore concentration.
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Figure 6. Normalization of the models from RT-qPCR data and fluorescence analysis. (A) The
normalized set of RT-qPCR fold changes from prompfeA-mCherry for mCherry are represented in red
and the normalized set of beta values from the fluorescence data in green (data as filled circles,
outliers as empty circles, and the Hill curve as a dashed line). The Hill curve of RT-gPCR+Fluo, with an
error of £ 10%, is represented as an orange dashed line with a transparent orange area. The table

shows the Hill parameters of the different normalized data sets. (B) The normalized set of RT-gPCR fold
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changes from promfoxA-mCherry for mCherry is represented in red and the normalized set of beta
values from the fluorescence data in green. The normalized logarithmic model fitted for the three data

sets is represented as a grey dashed line, with an error of £ 15% indicated by the transparent grey area.

Discussion

The use of mathematical equations allows the quantification and prediction of biological processes,
which can provide insights that may not be immediately apparent from experimental data alone. For
example, mathematical modeling can be used to make predictions about the relationships between
different variables, such as the relationship between mRNA and protein levels. Additionally,
mathematical models can also help to identify potential sources of error or uncertainty in the data and
can be used to simulate different scenarios and test the robustness of a model. However,
mathematical modeling usually requires large datasets. Here, we developed two biological constructs
that are very helpful for the rapid and low-cost generation of datasets to monitor the expression of
the two TBDTs FepA and FoxA in P. aeruginosa cells to predict the future expression of different TBDTs

present in the genome of P. aeruginosa, depending on the bacterial environment.

First, the constructed fluorescent reporters were created by fusing the promoter region of the genes
encoding the TBDTs PfeA and FoxA (Figure 1) with the coding sequence of the fluorescent protein
mCherry, used as reporter, to generate sufficient data for the mathematical modelling. These fusions
were inserted into the genome of P. geruginosa between the gImS and PA5548 genes, a region

previously used for gene insertion.*® With our prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry constructs,
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anincrease in fluorescent is expected when the expression of the gene encoding the TBDT is activated.
Such constructs allow the screening of multiple conditions in 96-well microplates. RT-qPCR or
proteomic approaches could have been used to follow the expression of genes encoding TBDTs, 34360

but such approaches are much more costly and time consuming and it is impossible to rapidly generate

a large amount of data.

We conducted various tests to verify that the prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry constructs
are reliable and that the mCherry fluorescence values are representative of the expression of the TBDT
of interest. First, we used RT-qPCR to show that insertion of our sequence (TBDT promotor region with
mCherry) in the genome of P. aeruginosa does not significantly modify the transcription of the gimS
and PA5548 genes and that the presence of two promoters in the genome (in front of the genes
encoding the TBDT and mCherry) of P. aeruginosa does not interfere with the transcription of pfeA or
foxA. We also verified that transcription of the gene encoding mCherry follows that of the gene
encoding the studied TBDT for both constructs, demonstrating that mCherry transcription and
expression are regulated by the promoter region of the TBDT of interest. RT-qPCR data showed parallel
MRNA synthesis kinetics for the genes encoding mCherry and the TBDT of interest. However, we
observed a higher level of transcription for the genes encoding PfeA or FoxA than mCherry, which was
more pronounced for the fusion reporter carrying the pfeA promoter region. One possible reason is
that the stability of the mRNA of pfeA or foxA and mCherry may differ, with the mRNA of pfeA or foxA

being more stable, resulting in higher mRNA levels than for mCherry.

Overall, the controls we carried out show that the fluorescence of mCherry measured using our
fluorescent reporters prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry is representative of the expression
of the transporters PfeA and FoxA, respectively. The use of these fluorescent reporters was highly
successful and allowed us to generate a large amount of data to study the effect of increasing

concentrations of siderophores.
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Modelling the data generated using our two fluorescent reporters showed that the expression
of the pfeA and foxA genes in the two strains, prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry,
does not respond in the same way or with the same efficiency to the presence of increasing
concentrations of their corresponding siderophores. The transcription of pfeA showed a
sigmoidal shape, whereas the transcription of foxA was logarithmic. Maximum transcription
for pfeA was reached with 3 uM ENT, whereas the maximum was not reached for foxA with
100 uM NOCA (Figure 6). The Hill coefficient of the model suggests that the regulatory
mechanism between pfeA and ENT is cooperative but that the transition between the
expressed and inhibited states is smooth. The transition occurs just before 1 uM. Thus, the
concentration of 10 uM ENT, which we generally used to activate pfeA transcription in
previous publications, 34 is sensible and the behavior of the bacteria should not change much
if the ENT concentration increases above 10 uM and should be stable for small variations of

concentration around 10 pM.

On the other hand, the activation of foxA expression by NOCA was much weaker and we cannot
consider that maximal expression is reached at 100 uM, which is our technical limit. At lower
concentrations of NOCA, the changes in fluorescence were probably too small to be detected and at
higher concentrations, NOCA started to precipitate. The logarithmic fitting used in this paper is only
valid for the available range, but we have no idea of how the production rate evolves beyond 100 uM.
Another consequence is that, in contrast to pfeA, the expression of foxA is not stable for concentrations
around 10 uM and might change significantly, even for small variations of concentration around this

value.

There are several possible explanations for the difference in the expression of pfeA and foxA as a

function of the concentrations of their corresponding siderophores, the first being the different
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transcriptional regulatory systems involved: pfeA transcription is regulated by a two-component

2745 whereas sigma and anti-sigma factors are involved for foxA.3%3° In the case of PfeA, the

system,
ENT-Fe complex has to bind to the PfeA binding site to be transported into the periplasm and interact
in this cell compartment with the inner membrane sensor PfeS of the transcriptional regulatory
system.?” This PfeS-ENT-Fe interaction then liberates the transcriptional regulator PfeR to activate
transcription of the pfeA gene. Nothing is known about the affinity of PfeS for ENT-Fe or the
mechanism of interaction. In the case of foxA transcription, the NOCA-Fe complex has to interact with
the FoxA binding site at the cell surface to obtain an interaction between the signaling domain of the
TBDT and its anti-sigma factor Foxl.>! This protein interaction leads to dissociation of the transcriptional
regulator FoxR from Foxl, which can then interact with the promoter region of foxA to drive the
transcription of this gene. In this mechanism, the binding of NOCA-Fe to the PfeA binding site is a key
step to induce the system. These two regulatory systems may not function with the same efficiency.

They involve different protein-protein and siderophore-protein interactions and in the case of ENT-Fe,

its uptake into the periplasm.

There are other factors upstream and downstream of these two regulatory cascades that can affect
the efficiency of pfeA and foxA gene transcription. These include the affinity of the two siderophores
for ferric iron, with ENT having a higher affinity than NOCA at neutral pH: Ka = 10* M for ENT and
Ka =103 M? for NOCA. 3%% Despite this difference, the affinities are sufficiently strong for both
siderophores for iron, to chelate it effectively in an environment where there is no competition with
other siderophores and, consequently, the amount of siderophore-Fe complexes may be the same in

both conditions (with ENT or NOCA).

In addition, when the siderophore-Fe complexes are formed, NOCA-Fe binds to its binding site on FoxA,
located on the plug domain of the FoxA structure, with a Kd of 178 nM before being imported through
the outer membrane.®% Unlike the NOCA-Fe/FoxA pair, ENT-Fe can interact with two binding sites on
PfeA, one located in the extracellular loops and the second on the plug domain of PfeA.?® Affinity

measurements showed that one of these sites is a high affinity site and the other a lower affinity site
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(Kd = 60 nm and Kd = 155 puM for the two binding sites on PfeA).'® Currently it is impossible to know
which of the two sites identified by crystallography is the low or high affinity site. The differences
between the binding of FoxA and PfeA to their siderophore-Fe complexes may affect the regulation of
the transcription of the foxA and pfeA genes differently, as this binding step is essential in the
regulatory process in both cases. Furthermore, in the cytoplasm, the promoter regions of the pfeA and
foxA genes are different and the mechanisms of recognition of PfeR and Foxl are different and may

also affect the efficiency of transcription.

The systems and mechanisms of transcriptional regulation of the genes involved in the two iron import
pathways are different and highly complex, involving different protein-protein interactions and
different interactions between proteins and the siderophore-Fe complexes. The mathematical model
described in this paper is more a phenomenological model than a precise description of the
biochemical mechanisms involved. The building of such a model would obviously be an asset in
understanding regulatory phenomena but would require the parallel measurement of various
concentrations of several molecules, which is not straightforward from an experimental point of view.
Model refinement techniques could make it possible to generate hypotheses, but these can be very
difficult to validate experimentally. Due to such complexity, it is currently impossible to identify which
factor(s) is/are responsible for the large differences in the expression kinetics of the foxA and pfeA
genes as a function of the concentration of their respective siderophores. As a next step, it would be
informative to test other siderophores (analogues of ENT and NOCA) that can be recognized by these

two TBDTs to determine whether they affect the expression of these two genes in the same way.

It would also be informative to test mixtures of different concentrations of ENT and NOCA and see the
effect on the expression of these two genes in a situation in which both siderophores are in
competition for iron. The tools that we have developed here can also help improve our understanding
of the regulatory mechanisms involved in the expression of TBDTs. One can imagine, for example,
testing deletions of genes encoding transcriptional regulators, such as PfeS/PfeR or FoxI/FoxR, or

amino acid mutations of the binding sites of PfeA or FoxA and assessing the effect on our model.
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In conclusion, the promoter fusions prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry are powerful tools to
follow the expression of a TBDT in P. aeruginosa. Mathematical modelling of the data obtained showed
that the expression of pfeA displays a sigmoidal shape, whereas it is logarithmic for foxA, with
maximum transcription for pfeA at 3 uM ENT, whereas the maximum was not reached with 100 uM
NOCA for foxA. These results have important implications for the understanding of how P. aeruginosa
adapts the expression of its TBDTs to changing environmental conditions and highlight the value of
using mathematical models as a tool to investigate iron homeostasis and, more generally, bacterial
physiology. Our results provide a foundation for the development of a larger system for studying the

regulation of all iron acquisition pathways of P. aeruginosa.

Material and Methods

Chemicals. Enterobactin (ENT) was purchased from Sigma-Aldrich and Nocardamine (NOCA) was

purified as previously described.>?

Bacterial Strains and Growth Conditions. P. aeruginosa strains used in this study are listed in Table S1
in Supplemental Materials. Bacteria were first grown in Lysogeny Broth (LB) at 30°C overnight.
Afterwards, they were pellet, washed and resuspended in iron-deficient CAA (casamino acid) medium
(composition: 5 g L' low-iron CAA (Difco), 1.46 g L™ K;HPO4 3H,0, 0.25 g L' MgS0, 7H,0) and grown
over night at 30°C. In order to monitor growth in the presence of siderophores, cells were resuspended
again in fresh CAA medium at an optical density at 600 nm (ODgoonm) of 0.01, grown in 96 well plates,
in the absence or presence of increasing concentrations of ENT (0.001-100 uM) or NOCA (0.01-100

1M). Plates were incubated at 30 °C, with shaking every 15 min, in a microplate reader (Infinite® 200
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PRO M Nano+, Tecan). Growth was followed by measuring the ODgsoo nm and the fluorescence of

mCherry (excitation at 570 nm and emission at 610 nm) every 30 min, for 24 h.

Construction of the prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry strains. Escherichia coli TOP10
(Invitrogen) was used as the host strain for the plasmids. The DNA fragments from P. aeruginosa used
for cloning were amplified from the genomic DNA of strain PAO1 with Phusion High-Fidelity DNA
polymerase (Thermo-Fisher Scientific). The insertion of the sequence was done in the intergenic region
between g/mS and PA5548 using a pEXG2 plasmid .>® The construction of the plasmids was realized
with the NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix. The primers are listed in Table S2 in Supplemental
Materials. As previously described, recombinant clones were isolated and then verified by PCR and

Sanger sequencing.?’

Quantitative Real-time PCR Analyses. Specific gene transcription was measured by reverse
transcription quantitative PCR (RT-qPCR). Overnight cultures of bacterial cells grown in CAA medium
were pelleted, resuspended and diluted in fresh medium to obtain an ODggonm Of 0.1. The cells were
then grown with or without siderophores, under shaking, at 30 °C for 8 h. Afterward, 2.5 x 102 cells
were mixed with two volumes of RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen). Samples were lysed in Tris-
EDTA at pH 8.0 containing 15 mg mL-1 lysozyme (Sigma-Aldrich) for 15 min at 25 °C. Afterwards, total
RNA was extracted using an RNeasy MinElute Spin Columns and gDNA Eliminator Spin Columns from
RNeasy Plus Micro Kit (Quiagen). A treatment by DNase (RNase-Free DNase Set, Qiagen) was realized
for each sample Reverse transcription of RNA was done using the iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad)
with 1 pg of input RNA. Gene expression was measured with a CFX Opus 96 Real-Time PCR Instrument
(Bio-Rad) using iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) and the appropriate primers (listed in
Supporting Information Table 2). Five genes (rpoD, clpX, rpsL, proC and uvrD) were tested as reference

genes using the Reference Gene Selector Tool based on GeNorm in CFX Maestro™ Software (Bio-Rad).
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PAO1, prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry strains were grown for 8 h in the absence and
presence of siderophores (10 uM ENT for PAO1 and prompfeA-mCherry, 100 uM of NOCA for PAO1
and promfoxA-mCherry). We have chosen to use clpX and rpoD in our assays because their stability
across the different conditions were the highest (Figure S2). For the data analysis, the quantification

cycles were determined by regression and the fold-change calculated with the Pfaffl Method.

Data processing and Mathematical modeling. All the data processing and the mathematical modeling
was done with Python 3.8 (https://www.python.org/) and packages (https://pypi.org/): Pandas was
used to manipulate and manage the data; NumPy and SciPy were used to process the data and create
the models; Matplotlib was used for visualizations. The equation parameters were found by using the

curvefit function from scipy.optimize on our experimental data.

Data Availability

All generated data are included in this manuscript and Supplementary files.
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Table S1. Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids Collection ID Relevant characteristics References

P. aeruginosa

PAO1 PAO1 P. aeruginosa wild-type strain !

prompfeA-mCherry PAS1111 PAO1 with the promoter sequence This study
of pfeA followed by mcherry
inserted in the genome

promfoxA-mCherry PAS1112 PAO1 with the promoter sequence This study
of foxA followed by mcherry
inserted in the genome

E. coli

TOP10 F- mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
©80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15
galK16 rpsL(Str?) endA1 A

Plasmids

pTH1 551 PEXG2 carrying the promoter This study
sequence of pfeA followed by the
sequence of mCherry

pTH2 552 PEXG2 carrying the promoter This study

sequence of foxA followed by the
sequence of mCherry
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Table S2. Oligonucleotides used in this study

Oligonucleotides Sequences (5’ to 3’) Use
ppfeA F CGTAACTAGTCCTCCCCTACCAGCGCCT Construction plasmid pTH1
ppfeA R TTCTAGACATCGGTGATCTCCGGGCAATG Construction plasmid pTH1
PEXG2 ppfeA F GAGATCACCGATGTCTAGAAGCAAGGGC Construction plasmid pTH1
PEXG2 ppfeA R GTAGGGGAGGACTAGTTACGTGGCCTGTAG Construction plasmid pTH1
pfoxA F CGTAACTAGTCGGGGTCTATCGCCTGGAC Construction plasmid pTH2
pfoxA R TTCTAGACATGAACGGGATCCGTTGGAG Construction plasmid pTH2
PEXG2 pfoxA F GATCCCGTTCATGTCTAGAAGCAAGGGC Construction plasmid pTH2
PEXG2 pfoxA R ATAGACCCCGACTAGTTACGTGGCCTGTAG Construction plasmid pTH2
clpX F CTGCGCTCATGCAGATCCT RT-gPCR
clpX R TCGAACAGCTTGGCGTACTG RT-gPCR
proCF GGCGTATTTCTTCCTGCTGA RT-gPCR
proCR TGGCCTGGAAGGATTTGAT RT-gPCR
rpoD F ACAAGATCCGCAAGGTACTGAAG RT-gPCR
rpoD R CGCCCAGGTGCGAATC RT-gPCR
rpsL F TACACCACCACGCCGAAAA RT-gPCR
rpsL R CACCACCGATGTACGAGGAA RT-gPCR
uvrD F CTACGGTAGCGAGACCTACAACAA RT-gPCR
uvrD R GCGGCTGACGGTATTGGA RT-gPCR
mcherry F CAACGTCAACATCAAGTTGGACAT RT-gPCR
mcherry R CGTACTGTTCCACGATGGTGTAG RT-gPCR
pfeA F GCCGAGACCAGCGTGAAC RT-gPCR
pfeAR GGCCGGATTCGATCTTGTT RT-gPCR
foxA F AAGGGCTCGGATACCCAGTT RT-gPCR
foxA R CGTTGGGATCGTGTTGCA RT-gPCR
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Figure S1. Structure of enterobactin (ENT) (A) and nocardamine (NOCA) (B). Chelating functions are

shown in red.
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Figure S2. Reference gene stability plot. prompfeA-mCherry was grown in the absence or presence of
0.1,1, or 10 uM ENT (A) and promfoxA-mCherry in the absence or presence of 1, 10, or 100 uM NOCA.
In all cultures, the transcription of rpoD, clpX, rpsL, proC, and uvrD was followed by RT-qPCR. Previous
studies have shown the expression of these genes to be stable in P. aeruginosa.>® A gene can be
considered as a reference gene for the experiments when its stability over the conditions tested is
above 0.5. The results are expressed as the ratio of the values obtained for prompfeA-mCherry and
promfoxA-mCherry grown in the absence or presence of the siderophores. Biological triplicates were
carried out and the data were analyzed as described by Vandesompele et al.” rpoD and clpX were

selected as reference genes for all RT-qPCR analyses presented in this study.
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Figure S3. RT-qPCR on g/mS (A) and PA5548 (B) genes. PAO1 was grown for 8 h in the absence of
siderophores. prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry strains were grown for 8 h in the absence
or presence of 10 uM ENT or 100 uM NOCA, respectively. In all cultures, the transcription of gims and
PA5548 was followed by RT-gqPCR. The results are expressed as the ratio of the values obtained for
prompfeA-mCherry and promfoxA-mCherry grown in the absence or presence of the siderophores
compared to those of PAO1 (grown in the absence of siderophores). Biological triplicates were carried

out. The error bars represent the standard deviations calculated by CFX Maestro™ Software (Bio-Rad).

The reference genes used were c/pX and rpoD.
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Figure S4. RT-gPCR to verify whether the insertion in the genome of a second promoter modifies the
transcription levels of pfeA and foxA. (A) PAO1 and prompfeA-mCherry strains were grown for 8 h in
the absence or presence of 10 uM ENT. The transcription of mCherry and pfeA was followed by RT-
gPCR. (B) PAO1 and promfoxA-mCherry were grown in the presence of 100 uM NOCA. The
transcription of mCherry and foxA was followed by RT-gqPCR. The results are expressed as the ratio of
values obtained with the siderophores to those obtained without for both assays. Biological triplicates

were carried out. The error bars represent the standard deviations calculated by CFX Maestro™

Software (Bio-Rad). The reference genes used were clpX and rpoD.
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Chapitre Il :

Expression de PfeA, FoxA, FpvA et FptA en
présence d’'un exosidérophore seul, d’un
mélange d’exosidérophores et d’un
surnageant de culture de bactéries

productrices de sidérophores






1 Expression de PfeA et FoxA en présence d’un mélange d’ENT et

NOCA

Aprés avoir suivi I'expression de pfeA et de foxA en présence de gradients de concentrations d'ENT et
de NOCA respectivement, nous avons souhaité étudier I'expression de ces deux genes en présence
d'un mélange de ces deux sidérophores. Selon le méme protocole que les expériences avec le gradient
de concentration d’un seul sidérophore, les souches prompfeA-mCherry et promfoxA-mCherry ont été
cultivées en présence de concentrations d’ENT et de NOCA a différents ratios (ENT de 0,1 a 100 uM et
NOCA de 1 uM a 100 pM). La DOgoo nm et la fluorescence a 610 nm de mCherry (excitation a 570 nm)
ont été suivies. Les signaux de fluorescence de chaque condition ont été modélisés et ont permis de
calculer les taux de production de mCherry, 8, comme présenté au chapitre précédent. Ces valeurs de
production sont présentées Figure 61 sous la forme d’un graphique avec des courbes de niveaux pour

chacune des deux souches.
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Figure 61 : Valeurs (8 trouvées en cultivant prompfeA-mCherry et promfoxA-mCherry en présence d’un
mélange d’ENT et de NOCA. Les souches prompfeA-mCherry (A) et promfoxA-mCherry (B) ont été
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cultivées pendant 24 h dans un milieu CAA en présence de concentrations allant de 0,1 a 100 uM pour
I'ENT et de 1 a 100 uM pour la NOCA, avec 20 ratios ENT:NOCA pour prompfeA-mCherry (A) et 70
ratios pour promfoxA-mCherry (B). Chaque courbe de niveau représente une valeur de [ selon
I’échelle de couleurs en Iégende. Chaque condition a été réalisée avec des triplicats biologiques et est
représentée par un point noir sur le graphique. Les graphiques avec courbes de niveaux ont été
générés sur Python par interpolation multidimensionnelle linéaire a partir des données grace aux
fonctions scipy.interpolate.griddata(method="linear’) et matplotlib.pyplot.contourf.

Pour la souche prompfeA-mCherry (Figure 61A), I'augmentation de la concentration d'ENT entraine
une augmentation similaire de 8, c’est-a-dire de la production de mCherry, que la concentration de
NOCA soit de 1 ou de 100 uM. Cette observation, nous permet de conclure que la présence de NOCA
n'influence pas l'expression génétique de pfeA, qui reste strictement dépendante de la concentration
d'ENT. En revanche, pour la souche promfoxA-mCherry, nous avons observé une réduction progressive
de B, c'est-a-dire de la production de mCherry en fonction de I'augmentation de la concentration
d'ENT, méme pour de fortes concentrations de NOCA (Figure 61B). Ce constat indique que la présence
d'ENT affecte I'expression génétique de foxA, et cet effet semble se manifester a partir d’1 uM d'ENT.
Afin d'étudier cette diminution d’expression de mCherry, et donc de foxA, due a la présence d'ENT,
nous avons étudié les mélanges avec des concentrations constantes de NOCA (30, 50 ou 70 uM) et une
concentration croissante d’ENT (gradient de 0,1 a 100 uM). Les résultats de ces expériences sont

représentés par des lignes horizontales de points sur la Figure 61B et sous forme de graphique sur la

Figure 62.
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Figure 62 : Valeurs 8 de la souche promfoxA-mCherry cultivée avec des mélanges de NOCA (30, 50 ou
70 uM) et d’ENT (gradient de 0,1 a 100 uM). Les données obtenues avec 70 uM de NOCA sont en vert,
avec 50 uM en rouge et avec 30 uM en bleu. Chaque condition a été réalisée avec des triplicats
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biologiques. Chaque point représente un triplicat et chaque courbe représente la moyenne des trois
triplicats.

Que ce soit en présence de mélanges contenant 30, 50 ou 70 uM de NOCA, nous observons une
réduction d'environ 50 % de la production de mCherry entre les conditions a 1 uM et 100 uM d'ENT
(Figure 62). Cette tendance est particulierement évidente pour les mélanges avec 50 et 70 uM de
NOCA. Cependant, les valeurs 8 obtenues avec une concentration autour de 100 pM d'ENT dans les
mélanges contenant 30 uM de NOCA sont anormalement élevées, ce qui rend difficile I'interprétation

et la généralisation de ces observations.

Nous avons tenté d'utiliser la modélisation mathématique pour caractériser la diminution de la
production de mCherry en présence de concentrations croissantes d'ENT pour la souche promfoxA-
mCherry. Cependant, en raison d'une importante erreur intrinseéque associée a nos expériences, il est
difficile d'établir une équation mathématique précise dans le cadre de nos modeles existants. Nous
pouvons formuler I'hypothese que la production de mCherry, c’est-a-dire de FoxA, va retrouver un
niveau basal a de grandes concentrations d’ENT peu importe la concentration de NOCA. La production
de FoxA a une concentration donnée de NOCA et en fonction des concentrations croissantes d'ENT
pourrait suivre une allure sigmoidale pouvant étre décrite par une équation de Hill. Toutefois, notre
méthode ne nous permet pas d'obtenir des données au-dela de 100 uM de sidérophore, car 'ENT ou
la NOCA précipite dans ces conditions. Nous disposons de données insuffisantes pour élaborer un

modeéle mathématique précis et complet dans notre systéme expérimental actuel.

En conclusion, cette étude de I'effet d’un mélange d’ENT et de NOCA sur I'expression de pfeA et
foxA a montré que la présence de NOCA n’affectait pas I'expression de pfeA qui reste strictement
fonction de la concentration d’ENT. En revanche, I'expression de foxA avec les différentes
concentrations de NOCA testées est affectée par la présence d’ENT qui tend a diminuer son expression

au-dela de 1 uM d’ENT.

2 Expression de PfeA et FoxA en présence de PROTO et DFOB

Ayant caractérisé I'expression de pfeA en présence d'un gradient de concentrations d'ENT, et de foxA

en présence d'un gradient de concentrations de NOCA, nous avons étudié l'effet d'autres
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exosidérophores reconnus et transportés par ces deux TBDT pour élargir notre compréhension de la
régulation génétique de I'expression de ces deux genes. L’objectif était d’identifier si la régulation de
I’expression de ces deux protéines, et donc des voies d’import auxquelles ils appartiennent, était
dépendante ou non du sidérophore transporté. Pour se faire, nous avons testé la PROTO, un
sidérophore avec trois fonctions catéchols qui, lorsqu’il est complexé au fer ferrique, est transporté
par PfeA (Gasser et al., 2016), et la DFOB, un sidérophore avec trois fonctions hydroxamates qui
importe le fer par FoxA (Normant et al., 2020). De la méme maniere que pour les expériences
présentées dans le chapitre précédent, la souche prompfeA-mCherry a été cultivée en présence d’un
gradient de concentrations de PROTO et la souche promfoxA-mCherry en présence d’un gradient de
concentrations de DFOB. Pour les deux sidérophores, un gradient de concentrations allant de 0,001 a
100 uM a été testé. Pour chaque souche et pour chaque condition, la DOgoo nm €t la fluorescence de
mCherry ont été mesurées. Le signal de fluorescence a été calculé pour chaque concentration de
sidérophore et modélisé afin d’obtenir les valeurs de [5. Cette fluorescence est représentative de
I’expression de PfeA ou FoxA selon la souche rapportrice utilisée prompfeA-mCherry ou promfoxA-

mCherry.

2.1 Expression de PfeA en présence d’un gradient de concentrations de PROTO

Pour comparer I'expression de pfeA en présence d'ENT ou de PROTO, les valeurs de 8 obtenues avec
le gradient de concentrations d'ENT sont comparées a celles obtenues avec le gradient de
concentrations de PROTO, comme illustré dans la Figure 63. La modélisation des données obtenues
avec la PROTO révele un schéma d'expression de pfeA en fonction de la concentration qui est
sigmoidal, comme celui observé avec I'ENT, et peut étre représenté par I'équation de Hill. Cependant,
les parametres de I'équation de Hill qui modélisent les données de PROTO montrent que |'expression
maximale de pfeA est environ deux fois plus faible qu'en présence d'ENT. Bien que les coefficients de
Hill n soient similaires entre les deux modeéles, la valeur de K est cent fois plus basse avec la PROTO
par rapport a I'ENT. En présence de PROTO, I'expression de pfeA va étre activée et arriver a son
maximum a des concentrations plus faibles que pour I'ENT : I'expression démarre a 0,001 uM avec la
PROTO et a 0,1 uM avec I'ENT et elle arrive a son maximum a 0,03 uM de PROTO et a 3 uM d’ENT. La
réponse d’expression est de type sigmoide, mais elle est plus sensible, se fait pour des concentrations
cent fois plus faibles de sidérophore. Ces résultats mettent en évidence une régulation différente de
I'expression de pfeA en fonction de la nature du sidérophore, méme si la PROTO et I'ENT ont une
structure proche. Cette différence d'expression peut s'expliquer par les interactions spécifiques entre
les sidérophores et le transporteur PfeA, les complexes ENT-Fe et PROTO-Fe n’ont peut-étre pas la

méme affinité pour les sites de liaison sur PfeA. De plus, les interactions dans le périplasme entre le
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sidérophore et le senseur PfeS ainsi que la reconnaissance et I'hydrolyse de PfeE avec le complexe
sidérophore-Fe peuvent également contribuer a cette régulation différenciée selon la nature du

sidérophore.
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Figure 63 : Taux de production de mCherry () pour la souche prompfeA-mCherry en fonction de
gradients de concentrations de PROTO et ENT. Les valeurs 8 sont tracées en fonction de la
concentration d'ENT (points bleus) ou de PROTO (points orange, les valeurs aberrantes sont
représentées par des cercles orange). La courbe sigmoide ajustée avec |'équation de Hill (17) sur
chaque jeu de données est représentée par une ligne en pointillés (bleue pour le modéle avec de I'ENT,
orange pour le modeéle avec de la PROTO) et les parametres obtenus pour chaque modéle sont : y, =
73,075, Vimax = 874,074, n = 2,103, K = 0,606 uM pour le modele avec de 'ENT et y, = 36,208, Vinax =
412,598, n =1,781, K = 0,007 uM pour le modele avec de la PROTO. Les valeurs aberrantes n'ont pas
été prises en compte pour la modélisation.

2.2 Expression de FoxA en présence d’un gradient de concentration de DFOB

De la méme maniere que nous avons comparé |'expression de pfeA selon la présence d’ENT ou de
PROTO, nous avons comparé I'expression de foxA en présence de NOCA ou de DFOB. Les valeurs de 8
obtenues avec un gradient de concentrations de chaque sidérophore sont représentées dans la Figure
64. L'analyse des données révéle que I'expression de foxA est modélisable par une équation linéaire
en fonction de la concentration logarithmique en DFOB, tout comme avec la NOCA. Cependant,
I'augmentation de I'activité du promoteur de foxA est plus progressive et débute a des concentrations
trés faibles de DFOB, environ 0,1 nM, tandis qu'elle débute vers 0,5 uM avec la NOCA. La pente des
droites modélisant les deux ensembles de données différe, avec une pente plus de deux fois plus
prononcée avec la NOCA par rapport a la DFOB. A fortes concentrations, les deux droites convergent :
|'expression de foxA semble étre similaire a 100 uM pour les deux sidérophores. Ces résultats indiquent

que l'expression de foxA differe selon la nature du sidérophore, malgré la similitude structurelle entre
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la NOCA et la DFOB. Cette différence peut s'expliquer par l'affinité distincte des complexes
sidérophores-Fe pour le site de liaison sur FoxA. Dans cette voie d’acquisition du fer, la régulation est
assurée par un systeme a facteur o et anti-o, ou l'activation de la régulation dépend de la liaison
complexe sidérophore-Fe a FoxA et de son transport. La différence d'expression laisse suggérer que
I’affinité pour le site de liaison sur FoxA et/ou la dynamique du transport peut varier en fonction de la

nature du sidérophore et impacter la régulation de I'expression de foxA.
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Figure 64 : Taux de production de mCherry () de la souche promfoxA-mCherry selon des gradients de
concentration de différents sidérophores hydroxamates. Les valeurs B sont tracées en fonction de la
concentration de NOCA (points rouges) ou de DFOB (points verts, les valeurs aberrantes sont
représentées par des cercles verts). La droite ajustée avec I'équation logarithmique (19) sur chaque
jeu de données est représentée par une ligne en pointillés (rouge pour le modéle avec de la NOCA,
vert pour le modéle avec de la DFOB) et les parameétres obtenus pour chaque modeéle sont : a =
192,935, x, = 0,452 uM pour le modele avec de la NOCA et : a = 74,559, x, = 0,08 nM pour le modéle
avec de la DFOB. Les valeurs aberrantes n'ont pas été prises en compte pour la modélisation.

L'expression du gene codant pour un TBDT a été comparée en présence de deux sidérophores
différents, tous deux transportables par ce TBDT. Les résultats ont révélé une régulation distincte de
|'expression des transporteurs en fonction du sidérophore. Les interactions spécifiques entre les
sidérophores et les transporteurs, ainsi que la dynamique du transport et les interactions avec les
autres protéines de la voie d'acquisition, semblent jouer un réle clé dans cette régulation. Ces résultats
soulignent l'importance de prendre en compte la diversité des sidérophores dans I'étude de la

régulation génétique des voies d'acquisition.
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3 Expression de FpvA et FptA en présence d’ENT ou de NOCA

Apres I'étude de la dynamique de I'expression génétique des TBDT PfeA et FoxA en fonction de Ia
concentration de sidérophores présents dans l’environnement de P. aeruginosa, nous avons
également étudié I'effet de concentrations croissantes d’'ENT et NOCA sur |'expression des TBDT des
voies d’acquisition du fer par les sidérophores endogénes de P. aeruginosa (PVDI et PCH). Dans
I’équipe, nous avions déja montré que la présence d’ENT a une concentration de 2 ou 10 uM dans un
milieu de culture carencé en fer de P. aeruginosa entraine une répression de |I'expression des génes
de la voie d’acquisition du fer par la PCH, sans avoir d’effet sur I'expression des genes de la voie de
synthése et d’acquisition du fer par la PVDI (Gasser et al., 2016; Perraud et al., 2020b). La répression
de I'expression des genes de la voie d’acquisition du fer par la PCH a aussi lieu en présence de NOCA a
une concentration de 10 UM sans que I'expression des genes de la voie d’acquisition du fer par la PVDI
ne soit affectée (Normant et al., 2022). Ces observations ont été faites grace a des approches
d’analyses protéomiques et de qRT-PCR, sur des cultures de P. aeruginosa de 8 h. L’expression des
genes a été étudiée a un temps unique. Pour étudier I'expression des génes en continu au cours de la
croissance bactérienne, deux autres rapporteurs fluorescents ont été construits selon la méme
méthodologie décrite précédemment, avec les régions promotrices de fpvA et fptA, génes codant pour

les TBDT des complexes PVDI-Fe et PCH-Fe respectivement.

3.1 Construction des souches rapportrices promfpvA-YPet et promfptA-YPet

Pour optimiser les constructions et notre méthode d’analyse, nous avons choisi d’utiliser YPet,
protéine fluorescente jaune, et qui a un meilleur rendement de fluorescence que mCherry (rendement
de fluorescence de 80,08 pour YPet et de 15,84 pour mCherry (https://www.fpbase.org/)). Ces

constructions sont appelées promfpvA-YPet et promfptA-YPet.

Pour vérifier que I'expression génétique du rapporteur fluorescent soit en corrélation avec le gene qu'il
rapporte, les constructions promfpvA-YPet et promfptA-YPet ont été cultivées en milieu carencé en fer
durant 8 h en absence ou en présence de 1, 3,2 et 10 uM d’ENT ou de NOCA. Des analyses par qRT-
PCR ont été faites sur ces cultures sur les genes pfeA, foxA, fpvA, fptA et YPet (Figure 65 et 66). Pour la
construction promfpvA-YPet, une induction de I'expression des genes pfeA et foxA est détectée
comme attendu, mais aucune différence de transcription n’est observée pour fpvA et YPet. Ces
résultats confirment que la transcription de YPet est bien corrélée a celle de fpvA en présence d’'ENT
(Figure 65A) ou de NOCA (Figure 65B), validant la construction de fusion de promoteur. La construction

promfpvA-YPet peut étre utilisée pour suivre par fluorescence I'expression de fpvA.
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Figure 65 : Analyse de la transcription de pfeA, foxA, fpvA et YPet pour la souche promfpvA-YPet en
présence d’ENT ou de NOCA. La souche promfpvA-YPet a été cultivée pendant 8 h dans un milieu CAA
en absence ou en présence de concentrations de 1, 3,2 et 10 uM d'ENT (A) ou de NOCA (B). La
transcription de pfeA (points bleus), de foxA (points rouges), de fpvA (points verts) et de YPet (points
jaunes) a été analysée. Les résultats sont exprimés en Fold Change entre les conditions en présence de
sidérophores par rapport a celles obtenues en leur absence. Pour chaque concentration d'ENT ou de
NOCA, des triplicats biologiques ont été réalisés. Les barres d'erreur représentent les erreurs standard
calculées par le logiciel CFX Maestro™ (Bio-Rad). Le seuil de significativité a Fold Change = 2 est indiqué
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par des pointillés (une surexpression est significative uniguement si les données de Fold Change sont
strictement supérieures a 2). Les genes de référence utilisés sont clpX et rpoD.

Pour la construction promfptA-YPet, une induction de la transcription de pfeA et foxA a été observée
en présence d’ENT (Figure 66A) et de NOCA (Figure 66B) comme attendu. En paralléle, une répression
de la transcription des genes fptA et de YPet a été observée avec une concentration d’ENT a 10 uM
(Figure 66A). Mise a part pour cette condition, aucune différence significative de la transcription de
ces deux génes n’a été observée, que ce soit en présence d’'ENT comme de NOCA. La transcription de
YPet et celle de fptA semblent étre bien corrélées, les Fold Change calculés pour ces deux génes sont
tres proches pour toutes les conditions testées, validant ainsi la construction de fusion de ce
promoteur. La construction promfptA-YPet peut étre utilisée pour suivre par fluorescence I'expression

de fptA.
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Figure 66 : Analyse de la transcription de pfeA, foxA, fptA et YPet pour la souche promfptA-YPet en
présence d’ENT ou de NOCA. La souche promfptA-YPet a été cultivée pendant 8 h dans le milieu CAA
en absence ou en présence de concentrations de 0,1 a 10 uM d'ENT (A) ou de NOCA (B). La
transcription de pfeA (points bleus), de foxA (points rouges), de fptA (points violets) et de YPet (points
jaunes) a été analysée. Les résultats sont exprimés en Fold Change entre les conditions en présence de
sidérophores par rapport a celles obtenues en leur absence. Pour chaque concentration d'ENT ou de
NOCA, des triplicats biologiques ont été réalisés. Les barres d'erreur représentent les erreurs standard
calculées par le logiciel CFX Maestro™ (Bio-Rad). Les seuils de significativité a Fold Change = 2 et Fold
Change = 0,5 sont indiqués par des pointillés (une surexpression et une répression sont significatives
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uniquement si les données de Fold Change sont respectivement strictement supérieures a 2 ou
strictement inférieures a 0,5). Les genes de référence utilisés étaient clpX et rpoD.

3.2 Analyse de |'expression généetique de fpvA en présence d'un gradient de
concentrations d’ENT ou de NOCA avec la souche promfpvA-YPet

3.2.1 Suivi de croissance, de production de PVDI et de fluorescence de YPet

La souche promfpvA-YPet a été cultivée en présence de gradients de concentrations d’ENT ou de
NOCA. Pour étudier I'impact de la présence de ces sidérophores sur la culture des bactéries, la
croissance a été suivie en mesurant la DOgoonm (Figure 67A). La PVDI est un sidérophore composé d’une
partie peptidique liée a un chromophore de type dihydroxyquinoline qui a une absorbance
caractéristique a 400 nm. La production de PVDI par la souche promfpvA-YPet a pu étre suivie en
mesurant I'absorbance a 400 nm (Budzikiewicz, 2004) et en la rapportant a la DOggo nm pour chaque
condition (2) (Figure 67B). Les résultats ont montré que, méme avec de fortes concentrations d’'ENT
ou de NOCA, la production de PVDI n'était pas affectée par rapport a la condition de culture sans ENT

ou NOCA. La biosynthése de PVDI ne semble pas étre impactée par la présence de NOCA ou ENT.
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Figure 67 : Suivi de croissance et de production de PVDI de la souche promfpvA-YPet. La souche
promfpvA-YPet a été cultivée en milieu CAA en absence et présence d’ENT ou de NOCA a des
concentrations de 10 ou 100 puM. Les conditions de culture en présence d’ENT ou de NOCA sont
comparées a la condition témoin sans ajout de sidérophore. (A) La DOgoonm @ été mesurée pour suivre
la croissance des bactéries. (B) La DO4gonm a été mesurée et rapportée ala DOgoonm (2) pour déterminer
le taux de production de PVDI par la culture.

La fluorescence de YPet a été mesurée a 540 nm (excitation a 500 nm) (Figure 68). Contrairement aux
résultats obtenus avec les souches prompfeA-mCherry et promfoxA-mCh, la souche promfpvA-YPet
est déja fluorescente dans la condition sans ENT ou NOCA. En effet, dans un milieu carencé en fer, les
génes impliqués dans les voies de biosynthese des sidérophores PVDI et PCH et les voies d’acquisition

du fer par ces deux sidérophores ont leur expression activée (Perraud et al., 2020b). Ceci implique,
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pour la voie d’acquisition du fer par la PVDI, une expression de fpvA, donc de YPet dans la souche
promfpvA-YPet, et ceci se traduit par une fluorescence émise par cette souche en milieu carencé en
fer. Si une baisse de fluorescence est observée, cela sera la conséquence d’une répression de
I’expression des génes impliqués dans la voie d’acquisition du fer par la PVDI. Dans cette expérience,
aucune différence significative d’émission de fluorescence n’a été observée entre la culture en absence
d’ENT ou de NOCA et celle en présence d’un de ces deux sidérophores pendant la phase exponentielle
de croissance. En revanche, pour les conditions en présence de 10 et 100 uM d’ENT, une fluorescence
différentielle positive est détectée en fin de croissance, a partir de 16 h environ, lorsque la croissance
bactérienne entre en transition entre la phase exponentielle et la phase stationnaire (Figure 68A). Pour
vérifier la significativité de ces différences, nous avons tracé les courbes avec les données traitées de
facon a ce que la différence de fluorescence avec le témoin soit distribué entre -1 et 1, ol 0 représente
aucune différence avec le témoin, 1 représente une différence de 100 % avec le témoin et -1
représente une différence de -100 % avec le témoin (Figure 68B et D). De 0 a 4 h, les données sont
dans le bruit de fond. Ensuite, pour I'expérience avec I'ENT (Figure 68A et B), les différences de
fluorescences dans les conditions avec 10 et 100 uM d’ENT semblent étre significatives qu’a partir de
18 h de culture et restent stables aux alentours des 10 %. A partir de ce temps de culture, les bactéries
entrent en phase stationnaire de croissance. Cette différence observée est peut-étre due a des
interactions de régulation entre les différentes voies d’acquisition du fer et aux changements
métaboliques de transition d’état de croissance des bactéries. Une étude de I'expression des genes
des voies d’acquisition du fer par la PVDI en fin de croissance permettrait d’élucider ce résultat. Pour
I’expérience avec la NOCA (Figure 68C et D), les différences de fluorescences aux concentrations de
NOCA testées ne sont que tres faibles. Nous n’observons pas de différence significative de fluorescence

entre les conditions testées et le témoin tout au long de la culture.
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Figure 68 : Fluorescence a 540 nm de la souche promfpvA-YPet au cours de la croissance en présence
des sidérophores ENT ou NOCA. promfpvA-YPet a été cultivée en milieu CAA en absence et en présence
de concentrations croissantes d'ENT (A et B) ou de NOCA (B et C). Pour les deux sidérophores testés,
I'absorbance a été suivie a 600 nm tout au long de la culture ainsi que la fluorescence de YPet
(excitation a 500 nm et émission a 540 nm). Le signal de fluorescence a été traité avec I'équation (4)
(A et C). Pour évaluer la significativité de I’écart entre la fluorescence des conditions de culture en
présence de sidérophores et celle en absence, le signal de fluorescence a été traité par I’équation (3)
(B et D). Trois expériences indépendantes avec trois réplicats techniques ont été réalisées pour chaque
concentration testée (n=3). Les moyennes des trois données et les erreurs standards sont présentées.

En conclusion, nos données avec la souche rapportrice promfpvA-YPet montrent que ni
I’expression de fpvA ni la production de la PVDI ne sont affectées par la présence d’ENT ou de NOCA

dans le milieu de culture a des concentrations allant de 1 a 100 uM.
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3.3 Analyse de I'expression génétique de fptA en présence d’un gradient d’'ENT ou de
NOCA avec a la souche promfptA-YPet

3.3.1 Suivi de croissance et de fluorescence de YPet

La souche promfptA-YPet a été cultivée en milieu CAA en absence et en présence d’un gradient de
concentration d’ENT ou de NOCA allant de 0,1 a 100 uM, de maniére similaire a I’étude avec la souche
promfpvA-YPet. Un suivi de la DOgoo nm €t de la fluorescence a été réalisé pour évaluer I'impact de ces
sidérophores sur |’expression des genes impliqués dans la voie d’acquisition du fer par la PCH (Figure
69). Les résultats montrent que la présence d'ENT ou de NOCA entraine une diminution de la
fluorescence de YPet et que cette baisse de fluorescence s’accentue avec I'augmentation de la
concentration de sidérophores. Nous constatons également que la NOCA semble réprimer I'expression

de fptA dans une moindre mesure que I'ENT.

Pour une analyse plus approfondie des données, le taux de production de YPet () pour chaque
condition a été caractérisé a l'aide d'une équation de production ajustée a chaque courbe de
fluorescence. Les valeurs de B obtenues, représentées en fonction de la concentration d'ENT ou de

NOCA, permettent de visualiser la répression de I'activité du promoteur de fptA (Figure 70).
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Figure 69 : Fluorescence a 540 nm de la souche promfptA-YPet au cours de la croissance en présence
des sidérophores ENT ou NOCA. La souche promfptA-YPet a été cultivée dans le milieu CAA en absence
et en présence de concentrations allant de 0,1 a3 100 uM d'ENT (A) et de NOCA (B), et I'absorbance a
été suivie a 600 nm ainsi que la fluorescence de YPet (excitation a 500 nm et émission a 540 nm). Pour
chaque concentration est représenté le signal de fluorescence calculé avec I'équation (4). Trois
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expériences indépendantes avec trois réplicats techniques ont été réalisées pour chaque
concentration testée (n=3). Seules les moyennes des trois données sont présentées, les barres d'erreur
ne sont pas affichées pour des raisons de lisibilité.

L'analyse des données présentées dans la Figure 70 révéle que la répression de I'expression de fptA en
présence d'ENT se produit de maniére binaire (switch On/Off), avec un changement d'expression
autour de 1 pM d'ENT. Ce changement abrupt est modélisé par une équation de Hill avec un coefficient
n élevé. Au-dela de 1 uM d’ENT, la répression de I’expression de fptA semble étre totale. En revanche,
la répression de I'expression de fptA par la NOCA est plus progressive et peut étre représentée par une
équation linéaire a coefficient directeur a négatif. Méme avec une concentration de 100 uM de NOCA,
la répression n'est pas totale, le gene continue d'étre exprimé. Le schéma de répression de fptA semble
étre lié au schéma d'expression des genes pfeA et foxA. En effet, I'ENT induit une expression de pfeA
et une répression de fptA selon une courbe sigmoidale, tandis que la NOCA induit une expression de
foxA et une répression de fptA de maniére linéaire en fonction de la concentration logarithmique. Afin
d'étudier le lien entre la répression de fptA et |'activation de I’expression des génes pfeA et foxA en
présence de gradients de concentrations d'ENT et de NOCA respectivement, les jeux de données et les
modeles correspondants ont été normalisés selon notre méthode de normalisation, afin de pouvoir
étre comparés aux modeles d'expression de pfeA et foxA définis dans le chapitre précédent (Figure
71). Les expressions de pfeA et fptA en présence d’ENT sont modélisées par des équations de Hill avec
un coefficient n bien différent. L’expression de fptA est totalement réprimée a une concentration
d’ENT supérieure a 1 uM et parallelement, I'expression maximale de pfeA est atteinte pour une
concentration d’ENT légérement supérieure a 1 uM. Les concentrations d’ENT nécessaires pour que
I'expression génétique soit égale a la moitié de son maximum, K, sont du méme ordre de grandeur.
Malgré le fait que le schéma d’expression de pfeA est progressif alors que celui de fptA est de type
On/Off, ils semblent étre reliés. En effet, le passage de I’expression basale a I’expression maximale
pour pfeA et celui de la surexpression a I'expression basale pour fptA ont lieu dans le méme ordre de
grandeur de concentrations d’ENT. Les expressions de foxA et fptA en présence de NOCA sont
modélisées par des équations L(x) avec un coefficient a positif pour foxA et négatif pour fptA,
retranscrivant respectivement I'augmentation d’expression et la répression de ces deux génes le long
du gradient de concentration de NOCA. Les valeurs absolues des coefficients a de foxA et fptA et les
valeurs de xi sont dans le méme ordre de grandeur. Les expressions de foxA et fptA sont modélisables
par la méme équation et les coefficients de chaque équation sont relativement proches. Nous pouvons
émettre I’hypothése que les expressions de ces deux genes semblent étre, elles aussi, reliées dans une

certaine mesure.
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Figure 70 : Variation de la production de YPet pour la souche promfptA-YPet cultivée en milieu CAA en
absence et en présence de concentrations croissantes d'ENT et de NOCA. Les valeurs B tracées en
fonction de la concentration d'ENT sont représentées en bleu, et celles tracées en fonction de la
concentration de NOCA sont représentées en rouge. La courbe sigmoide ajustée avec I'équation de Hill
(18) sur les données de promfptA-YPet en présence d’ENT est représentée par la ligne bleue en
pointillés et les parametres obtenus sont : y, =-1050,26, Y4y = -7253,55, n=29,08, K = 0,95 pM. La
fonction linéaire L(x) ajustée sur les données logarithmiques (19) de promfptA-YPet en présence de
NOCA est représentée par la ligne pointillée rouge et les paramétres obtenus sont : a =-996,97 et xg
=0,110 uM.

Les souches promfpvA-YPet et promfptA-YPet ont été validées et nous ont permis de suivre
I'expression de fpvA et fptA en présence de gradients de concentrations d’ENT ou de NOCA.
L’expression de fpvA et la production de PVDI ne sont pas affectées par la présence d’ENT ou de NOCA
quelle que soit leur concentration. L'expression de fptA est réprimée par la présence d’'ENT ou de NOCA
selon un schéma ayant des similitudes avec celui de la surexpression de pfeA ou de foxA en présence

d’un gradient de concentrations d’ENT ou de NOCA respectivement.
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Figure 71 : Normalisation de I'expression de fptA. Les données de fluorescence normalisées en Fold
Change entre 0 et 1 pour la souche promfptA-YPet sont représentées en violet. (A) Les données
produites en présence d’ENT ont été modélisées par une équation de Hill (18) de parametres : y, =0,
Vmax =1, 1=29,08, K =0,95 uM avec une erreur de + 12 %. La courbe de Hill du modele d’expression
de pfeA selon la concentration en ENT est représentée par des tirets orange avec une erreur de * 10
%. Ses parametres sont : V5 =0, Ymax =1, 1 =1,81, K =0,52 uM. (B) Les données produites en présence
de NOCA ont été modélisées par une équation L(x) de parametres : a = -0,35 et x5 = 0,11 uM avec
une erreur de + 9,5 %. La droite représentant le modele d’expression de foxA selon la concentration
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en NOCA est représentée par des tirets gris avec une erreur de + 15 %. Les parametres de son équation
L(x)sont:a=0,5etxg =1puM.

4  Expression de PfeA, FoxA et FptA en présence de surnageant de

cultures de bactéries produisant des sidérophores

Afin de vérifier si I'expression de pfeA et foxA était induite par des concentrations de sidérophores
produites par les bactéries, nous avons étudié l'effet d'un surnageant de culture de bactéries
produisant soit 'ENT ou la NOCA sur l'expression de ces deux TBDT a l'aide de nos souches
rapportrices. Cette approche nous permet de nous rapprocher des conditions environnementales ou
chaque bactérie d'une méme niche va sécréter ses sidérophores pour acquérir du fer. En cultivant
P. aeruginosa en présence du surnageant d'une autre bactérie, non seulement la présence d’un
exosidérophore, mais aussi le sécrétome de celle-ci peuvent potentiellement influencer le
métabolisme et la physiologie de P. aeruginosa. En effet, les bactéries ont la capacité de produire et
de libérer diverses molécules telles que des enzymes, des toxines, des facteurs de virulence et des
protéines impliquées dans les interactions avec d'autres organismes (Muselius et al., 2020; Zubair et
al., 2020). Pour vérifier si le sécrétome bactérien et plus particulierement la quantité de sidérophores
produits par les bactéries affectent la physiologie de P. aeruginosa, nous avons suivi la croissance de
nos souches rapportrices en présence du surnageant d’autres bactéries, et mesuré la fluorescence
émise par mCherry ou YPet (Figure 72A). Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser Klebsiella
pneumoniae (Kp), une bactérie fréqguemment associée aux infections pulmonaires et qui peut se
retrouver en co-infection avec P. aeruginosa (Beaume et al., 2015; Dowd et al., 2008; Jones, 2010).
Cette bactérie pathogene synthétise et sécrete de I'ENT pour acquérir du fer de son environnement
(Podschun et al., 1992). En contrdle, nous avons également testé le surnageant d'une souche de Kp ne
produisant pas d'ENT. Pour cela, nous avons utilisé une souche de Kp pour laquelle le géne entC, codant
pour une enzyme essentielle de la voie de biosynthese de I'ENT, a été délété (Liu et al., 1990). Cette
souche est appelée Kp AentC. En comparant la fluorescence de prompfeA-mCherry cultivée avec le
surnageant de Kp ou Kp AentC, nous pourrons déterminer si l'effet observé est spécifiquement

attribuable a I'action de I'ENT (Figure 72B).

Nous avons également souhaité tester le surnageant de Glutamicibacter arilaitensis (Ga). Cette
bactérie produit et sécrete de la NOCA pour acquérir du fer (Aron et al., 2019; Cleary et al., 2018).
Nous avons donc voulu évaluer |'effet du surnageant de Ga sur nos souches afin de déterminer si la
surexpression de foxA pouvait étre observée. La voie de biosynthése de la NOCA chez Ga n’étant pas

connue, un mutant ne produisant pas de NOCA n’a pas pu étre construit.
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Figure 72 : Suivi de croissance et de fluorescence des souches prompfeA-mCherry, promfoxA-mCherry
et promfptA-YPet en présence de surnageants de culture de Kp WT, Kp AentC ou Ga. prompfeA-

mCherry, promfoxA-mCherry et promfptA-YPet ont été cultivées pendant 24 h dans un milieu composé
a50 % de CAA et 50 % de surnageant d’une culture de Kp WT, Kp AentC ou Ga. Comme témoin, chacune
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des trois souches rapportrices a été cultivée dans un milieu CAA sans surnageant. Trois expériences
indépendantes ont été réalisées pour chaque concentration testée (n=3). Les moyennes des trois
données et les erreurs standards sont présentées. (A) La DOgoonm a €té suivie pour étudier la croissance
des souches prompfeA-mCherry, promfoxA-mCherry et promfptA-YPet avec ou sans surnageant de Kp
WT, Kp AentC ou Ga. (B) Fluorescence de la souche prompfeA-mCherry en présence d’un surnageant
de Kp WT ou Kp AentC par rapport a la condition témoin sans surnageant et de la souche promfoxA-
mCherry en présence d’un surnageant de Ga par rapport a la condition témoin sans surnageant. (C)
Fluorescence de la souche promfptA-YPet en présence d’un surnageant de Kp WT ou Ga par rapport a
la condition témoin sans surnageant.

Les courbes de DOgoo nm des souches prompfeA-mCherry, promfoxA-mCherry et promfptA-YPet
cultivées en absence ou en présence de surnageant (Figure 72A) sont similaires, ce qui suggéere que la
présence du surnageant de culture de Kp WT, Kp AentC ou Ga n’affecte pas la croissance des souches
rapportrices. Maintenant que nous avons établi que les surnageants de Kp ou Ga n’ont pas d’effet sur
la croissance des souches de P. aeruginosa, nous avons cultivé les souches prompfeA-mCherry,
promfoxA-mCherry et promfptA-YPet dans le surnageant de culture de Kp ou Ga, et I'absorbance a 600
nm et la fluorescence a 540 nm ont été suivies. Un surnageant provenant de la méme culture a été
utilisé pour toutes les cultures afin de mieux comparer les résultats. En contrdle, chaque souche
rapportrice a été cultivée dans un milieu CAA sans surnageant. Les Figure 72B et C confirment que la
souche Kp produit de I'ENT et que la souche Ga produit de la NOCA, car nous observons
respectivement une activation du promoteur de pfeA paralléelement a une répression de fptA et nous
observons une activation du promoteur de foxA parallelement a une répression de fptA. Chaque
courbe de fluorescence a été analysée, modélisée et nous avons calculé les valeurs de 5. Ces valeurs
de f ont été comparées aux différents modeles établis pour chaque souche en fonction du gradient

de concentrations d'ENT ou de NOCA.

En reprenant les données 8 de la souche prompfeA-mCherry et I’équation de Hill avec les paramétres
associés, la RMSE entre les données et le modeéle est égale a 60,608. La valeur f moyenne de la souche
prompfeA-mCherry cultivée dans le surnageant de Kp est égale a 650,820 (Figure 73A). Pour retrouver
la concentration d’ENT dans le surnageant, nous allons utiliser cette valeur 8 plus ou moins la valeur
de la RMSE, soit 650,820 + 60,608. En intégrant ces valeurs dans I’équation de Hill, nous trouvons une
concentration d’ENT de 0,952 + 0,209 uM. De la méme maniére, en reprenant les données [ de la
souche promfptA-YPet et I'’équation de Hill avec les parameétres associés, nous avons calculé une RMSE
égale a 878,630. La valeur § moyenne de la souche promfptA-YPet cultivée dans le surnageant de Kp
est égale a -3352,691 (Figure 73B). En intégrant -3352,691 + 878,630 dans I’équation de Hill avec les
paramétres associés, nous trouvons une concentration d’ENT de 0,929 + 0,022 uM. Une concentration

similaire d’ENT a été trouvée avec nos deux souches prompfeA-mCherry et promfptA-YPet, ce qui
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valide ces résultats, et, par la méme occasion, permet une validation croisée de nos constructions et

de nos modeles mathématiques.
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Figure 73 : Production de mCherry par la souche prompfeA-mCherry et de YPet par la souche
promfptA-YPet dans des cultures avec du surnageant de Kp. Kp a été cultivé pendant 24 h dans un
milieu CAA et le surnageant a été récupéré en fin de culture. Les souches prompfeA-mCherry (A) et
promfptA-YPet (B) ont été cultivées pendant 24 h dans un milieu comprenant 50 % de surnageant de
culture de Kp et 50 % de milieu CAA. Ces expériences ont été menées avec des triplicats biologiques.
Les mémes surnageants de culture de Kp ont été utilisés entre les expériences avec prompfeA-mCherry
et promfptA-YPet et pour les trois réplicats biologiques a chaque fois. La fluorescence différentielle
pour chaque condition a été calculée et analysée, les valeurs [ ont été trouvées comme décrit
précédemment. Pour chaque souche, la moyenne des 8 des conditions avec surnageant de Kp est
présentée (n=3) comparativement aux données et modéles avec I'ENT.
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En utilisant le méme raisonnement avec la souche promfoxA-mCherry et I'équation L(x) avec les
parameétres associés, nous pouvons faire une estimation de la concentration de NOCA dans le
surnageant de Ga. En reprenant les données [ et I’équation avec les parametres associés, la RMSE
entre les données et le modeéle est égale a 33,700. La valeur f moyenne de la souche promfoxA-
mCherry cultivée dans le surnageant de Ga est égale a 141,621 (Figure 74A). Pour retrouver la
concentration de NOCA dans le surnageant, nous allons utiliser cette valeur § plus ou moins la valeur
de la RMSE, soit 141,621 + 33,700. En intégrant ces valeurs dans I'’équation L(x), nous trouvons une
concentration de NOCA de 2,439 + 1,027 uM. De la méme maniére, en reprenant les données £ de la
souche promfptA-YPet et I'équation L(x) avec les parametres associés, nous avons calculé une RMSE
égale a 271,660. La valeur 8 moyenne de la souche promfptA-YPet cultivée dans le surnageant de Ga
est égale a -1930,500 (Figure 74B). En intégrant -1930,500 + 271,660 dans I’équation L(x) avec les
parameétres associés, nous trouvons une concentration de NOCA de 9,760 + 6,828 uM. Les
concentrations de NOCA trouvées avec les modeles de promfoxA-mCherry et promfptA-YPet ne sont
pas significativement différentes et elles restent dans le méme ordre de grandeur. Nous pouvons donc,

ici aussi, valider ces résultats et valider nos constructions et nos modeéles mathématiques.
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Figure 74 : Production de mCherry par la souche promfoxA-mCherry et de YPet par la souche
promfptA-YPet dans des cultures avec du surnageant de Ga. Ga a été cultivé pendant 24 heures dans
un milieu CAA et le surnageant a été récupéré en fin de culture. Les souches promfoxA-mCherry (A) et
promfptA-YPet (B) ont été cultivées pendant 24 heures dans un milieu comprenant 50 % de surnageant
de culture de Ga et 50 % de milieu CAA. Ces expériences ont été menées avec des triplicats biologiques.
Les mémes surnageants de culture de Ga ont été utilisés entre les expériences avec promfoxA-mCherry
et promfptA-YPet et pour les trois réplicats biologiques a chaque fois. La fluorescence différentielle
pour chaque condition a été calculée et analysée, les valeurs 8 ont été trouvées comme décrit
précédemment. Pour chaque souche, la moyenne des  des conditions avec surnageant de Ga est
présentée (n=3) comparativement aux données et modeles avec la NOCA.

En conclusion, les souches prompfeA-mCherry, promfoxA-mCherry et promfptA-YPet ont été cultivées
en présence de surnageants de cultures de Kp et Ga, des bactéries compétitrices pour le fer produisant
leurs propres sidérophores. Nos souches rapportrices ont permis de déterminer la concentration

physiologique d’ENT ou de NOCA dans les surnageants de culture des bactéries productrices. Ces
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souches ont montré leur intérét a étre utilisées comme outil pour étudier I'hnoméostasie du fer de

systemes complexes comme le microbiote par exemple.
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PARTIE |V :

DISCUSSION & CONCLUSION






La capacité de P. aeruginosa a utiliser diverses stratégies et différents exosidérophores pour
accéder au fer, avec des mécanismes moléculaires distincts, confére un avantage significatif dans la
colonisation de communautés polymicrobiennes complexes présentes dans une variété
d'environnements. Une bactérie capable d'utiliser les sidérophores d'un concurrent dans une stratégie
de piratage aura un avantage significatif dans la lutte pour la survie ou la domination d'une niche
écologique. Un exemple concret est le systeme respiratoire des patients atteints de mucoviscidose, ou
P. aeruginosa peut coexister avec des bactéries telles que Burkholderia cepacia, Achromobacter
xyloxidans, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia,
Mycobacterium abscessus, Haemophilus influenzae et des pneumocoques. De plus, P. aeruginosa peut
également étre en contact avec des pathogénes fongiques tels que Aspergillus sp. ou Scedosporium
sp. (Bellis et al., 2019). Tous ces micro-organismes sont en compétition pour le fer, cependant, la
maniere dont P. aeruginosa parvient a utiliser efficacement ces multiples exosidérophores dans un

environnement aussi complexe demeure encore peu comprise.

1 Construction geénétique de gene rapporteur par fusion de

promoteur

Les méthodes précédemment utilisées dans la littérature pour comprendre les mécanismes
d'acquisition des exosidérophores complexés au fer chez P. aeruginosa impliquent principalement des
techniques telles que I'approche globale de protéomique, I'analyse transcriptionnelle ciblée par gRT-
PCR, des études de biologie moléculaire et de biochimie pour identifier les fonctions des différentes
protéines impliqués dans ces voies, et des approches structurales pour visualiser la structure des
protéines impliqués dans ces voies d’'import du fer (Gasser et al., 2016; Moynié et al., 2019; Normant
et al., 2020, 2022; Perraud et al., 2020b, 2020a). Ces approches ont permis d'identifier les TBDT
impliqués dans l'import du fer par des sidérophores, des exosidérophores ou des sidéromycines, et ont
mis en évidence l'adaptation phénotypique complexe de P. aeruginosa en réponse a la présence de

chélateurs de fer exogenes dans son environnement.

Pour étudier plus précisément |'expression des différentes voies d’acquisition du fer chez
P. aeruginosa, il nous est apparu essentiel de développer de nouveaux outils capables de générer
rapidement et a faible cot un grand volume de données, permettant ainsi d'explorer un large éventail

de conditions expérimentales.

Afin d’étudier I’expression génétique des genes codants pour les TBDT, nous avons choisi d’utiliser la

stratégie du géne rapporteur par fusion de promoteur. Dans cette stratégie, la séquence du promoteur
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du gene d’intérét est fusionnée a la séquence codante d'une protéine rapportrice qui peut étre
facilement quantifiée (Casadaban, 1976). Les premiéres souches utilisées dans I'étude de I'expression
génétique de pfeA et foxA ont été construites avec mCherry comme rapporteur car sa stabilité et son
efficacité pour ce type de stratégie ont déja été prouvées a de nombreuses reprises (Garay-Novillo et
al., 2019; Garcia-Cayuela et al., 2012; Mohedano et al., 2015). De plus, ses domaines d’excitation et
d’émission de fluorescence (longueurs d’ondes d’excitation : 570 nm et d’émission: 610 nm) ne
chevauchent pas ceux de la PVDI (longueurs d’ondes d’excitation : 400 nm et d’émission : 447 nm),
produite par nos souches. Nous avons pu voir dans notre étude que le rendement de fluorescence de
mCherry pouvait étre une limite. En effet, a des concentrations de NOCA inférieures a 1 uM, aucune
fluorescence différentielle par rapport a la condition de culture sans sidérophore n’est détectée pour
la souche promfoxA-mCherry (Partie Résultats, Chapitre 2, Figure 5). Comme nous ne pouvons pas
dépasser une concentration de 100 uM dans nos expériences a cause de la précipitation du
sidérophore, le domaine d’analyse de notre systeme est restreint a deux ordres de grandeur. Pour
contourner ce probleme dans nos expériences futures, nous avons décidé d’utiliser un autre
rapporteur avec un meilleur rendement de fluorescence. Nous avons choisi d’utiliser YPet car cette
protéine a un excellent rendement de fluorescence, elle a déja été validée comme molécule
rapportrice (Yoon et al., 2013) et ses domaines d’excitation et d’émission de fluorescence (longueurs
d’ondes d’excitation et émission : 500 nm et 540 nm) ne chevauchent pas ceux de la PVDI. L'intensité
de fluorescence détectée dans nos expériences avec les souches promfpvA-YPet et promfptA-YPet est
beaucoup plus importante, ce qui permet aux variations des données d’étre plus discriminantes.
Utiliser YPet plutot que mCherry dans notre stratégie semble pouvoir repousser les limitations

techniques observées.

2 Expression génétique de pfeA et foxA en présence de

concentrations croissantes d’un exosidérophore

Les résultats obtenus avec les souches prompfeA-mCherry et promfoxA-mCherry ont permis de
montrer que |'expression des genes pfeA et foxA ne répondait pas de la méme maniéere et avec la
méme efficacité a la présence de concentrations croissantes de leurs sidérophores correspondants. La
transcription de pfeA présente une forme sigmoidale, tandis que la transcription de foxA est linéaire
dans un domaine logarithmique. Pour pfeA, le maximum de transcription a été atteint avec 3 uM
d'ENT, tandis que dans le cas de foxA, le maximum n'a pas été atteint avec 100 uM de NOCA. Il est
probable que le schéma d'expression de foxA suive une forme sigmoidale, comme c'est souvent le cas

lors d'une réponse transcriptionnelle (Bottani and Veitia, 2017; Santillan, 2008). Dans notre systéme
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actuel, nous pourrions uniquement observer la phase linéaire de la sigmoide. A ce stade, nous n’avons
pas pu identifier les mécanismes de régulation qui entrainent une telle différence dans le profil
d’expression. Est-ce comme discuté dans I'article présenté dans le chapitre 2 de la partie Résultats, la
différence dans le type de régulateur impliqué : systeme a deux composantes pour pfeA et facteur o
et anti-o pour foxA. |l serait intéressant de réaliser une étude similaire sur deux autres génes codant
pour des TBDT, I'un ayant sa transcription régulée par un facteur c comme par exemple fiuA (voie du
FERRI-Fe), fecA (voie du citrate-ferrique) ou encore fpvA (voie de la PVDI-Fe), et le second par un
systéeme a deux composantes comme pirA (voie des monocatéchols ferrique). Pour fpvA, il serait
intéressant de construire une souche rapportrice fluorescente ne produisant pas de PVDI et la cultiver

en présence de concentrations croissantes de PVDI.

Une autre question importante générée par ces premiers résultats a été de savoir si pfeA et foxA vont
avoir le méme type de profil d’expression peu importe le sidérophore qu’ils vont transporter. Pour
répondre a cette question, nous avons cherché a visualiser le schéma d'expression de pfeA en présence
d'un gradient de concentrations d'un autre sidérophore de type catéchol, la PROTO. La PROTO est
connue pour étre transportée par PfeA et activer son expression (Gasser et al., 2016). La modélisation
des données de fluorescence obtenues avec prompfeA-mCherry en présence de PROTO révele un
schéma d'expression de pfeA en fonction de la concentration de cet exosidérophore de type sigmoidal.
Les parametres de I'équation de Hill, utilisée pour modéliser les données de PROTO, montrent des
différences dans |'expression de pfeA par rapport a I'ENT. Les valeurs de n, qui représentent la
transition de I'état non exprimé a la surexpression, sont similaires pour les deux sidérophores. En
revanche, les concentrations nécessaires pour déclencher la surexpression different (K = 0,606 uM
avec I'ENT et K = 0,007 uM avec la PROTO), tout comme les niveaux maximaux d'expression des deux
genes (Ymax = 874,074 avec I'ENT et Yy = 412,598 avec la PROTO). Bien que PfeA lie le complexe
PROTO-Fe de la méme maniére que le complexe ENT-Fe (Moynié et al., 2019), le fer est transporté
clairement moins efficacement qu’avec 'ENT : 1306 + 220 atomes de >°Fe/bacterie/min pour 'ENT
et seulement 273 + 62 pour la PROTO (Gasser et al 2016), Par ailleurs, le complexe PROTO-Fe n’est
certainement pas hydrolysée par PfeE comme le complexe ENT-Fe dans le périplasme de la bactérie
(Perraud et al., 2018), car il ne posséde pas de fonctions esters mais des fonctions amides. Ceci
implique que le fer ne se dissocie probablement pas de la PROTO dans le périplasme de la bactérie et
que les complexes PROTO-Fe s’y accumulent et interagissent certainement plus efficacement avec le
senseur PfeS d’ol une induction de I’expression de pfeA a des concentrations plus faible qu’avec I’'ENT.
Il serait intéressant de déléter le géne pfeE dans la souche rapportrice prompfeA-mCherry et de voir

I’effet sur I'expression de pfeA en présence d’un gradient de concentrations d’ENT.

213



Nous avons cultivé la souche promfoxA-mCherry en présence d'un gradient de concentrations de DFOB
afin d'évaluer son impact sur I'expression de foxA. L'analyse des données montre que |'expression de
foxA peut étre modélisée par une équation linéaire en fonction de la concentration logarithmique de
DFOB, tout comme avec la NOCA. Malgré la similarité structurelle entre la NOCA et la DFOB, nous
avons observé des différences dans le schéma d'expression en présence de ces deux sidérophores.
L'augmentation de I'expression de foxA est plus progressive et commence a des concentrations plus
faibles avec la DFOB par rapport a la NOCA, mais les niveaux d'expression convergent a des
concentrations élevées. La liaison de NOCA-Fe et DFOB-Fe a FoxA est similaire (Normant et al., 2020),
ce qui suggere une interaction comparable entre FoxA et |le facteur anti-o FoxR dans le périplasme de
la bactérie, induisant ainsi une cascade de réactions conduisant a une induction de I'expression de
foxA. Cependant, il convient de noter que FoxA présente une affinité légerement supérieure pour
DFOB-Fe par rapport a NOCA-Fe (Normant et al., 2020), ce qui peut entrainer des dynamiques de
régulation et de transport différentes entre les complexes ferriques. Alors que NOCA-Fe est
exclusivement transporté par FoxA, DFOB-Fe peut également étre transporté par FpvB (Chan and
Burrows, 2022; Normant et al., 2020). Il n'y a pas d’induction de I’expression de fpvB en présence de
DFOB-Fe (Normant et al., 2020), et aucun systéme de régulation positif n'a été identifié pour ce gene.
Le r6le de FpvB dans le transport de DFOB-Fe pourrait étre secondaire, car nos résultats montrent que
le niveau d'expression de foxA en présence de DFOB-Fe est similaire voire supérieur a celui en présence
de NOCA-Fe. Les mécanismes sous-jacents a cette différence de régulation observée nécessitent une

étude plus approfondie pour étre pleinement compris.

3 Expression génétique de fpvA et fptA en présence de concentrations

croissantes d’ENT ou de NOCA

Les résultats de I'étude avec la souche rapportrice promfpvA-YPet ont montré que |'expression
génétique de fpvA n'était pas impactée par la présence d'un gradient de concentrations d'ENT ou de
NOCA, contrairement a I'expression de fptA. Les voies d’acquisition des sidérophores endogenes sont
régulées par des mécanismes d'auto-activation, ce qui signifie qu'une concentration plus faible de
PVDI-Fe et PCH-Fe dans le milieu entrainera une réduction de leur expression. Il est alors
compréhensible que I'expression de fpvA ne soit pas modifiée en présence de NOCA car les affinités
pour le fer de la PVDI et de la NOCA sont proches (Ka = 1038 M pour la PVDI (Albrecht-Gary et al.,
1994) et Ka = 1032 M pour la NOCA (Anderegg et al., 1963)). En revanche, il reste a éclaircir le fait que

la présence d’ENT (Ka = 10*° M* (Loomis and Raymond, 1991)) dans le milieu n’affecte pas I’expression
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de fpvA. Malgré la présence d’ENT a de fortes concentration, la PVDI semble toujours étre capable de

chélater le fer et I'importer dans P. aeruginosa.

En présence d’exosidérophores, P. aeruginosa est capable de réprimer les voies de biosynthése et
d’acquisition de la PCH dans le but d’économiser ses ressources, tout en préservant sa voie principale
d’acquisition du fer, la voie de la PVDI. Dans nos expériences, les exosidérophores sont ajoutés au
début de la culture, lorsque les bactéries se trouvent dans un milieu CAA frais. Ainsi, aucune PVDI n'est
présente dans le milieu au moment de I'ajout des exosidérophores. La compétition pour le fer entre
ces différents chélateurs est a I'avantage des exosidérophores qui se trouvent en forte concentration
dans le milieu comparativement a la PVDI. Cependant, les voies de la PVDI restent actives et la
production de PVDI reste constante, que les bactéries soient en présence ou non d'exosidérophores
(Figure 67). Les raisons de ce phénomene pourraient étre que la surexpression de la voie d'acquisition
de la PVDI n'est pas entierement dépendante de |'absorption des complexes PVDI-Fe, ou que la PVDI
est capable de chélater le fer méme en présence d'une concentration élevée d'ENT, malgré la grande
différence d'affinité entre ces deux sidérophores. Des études supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes qui permettent le maintien de la production de la PVDI et |'expression

génétique de sa voie d'acquisition en présence d'exosidérophores.

Les résultats obtenus avec la culture de la souche promfptA-YPet en présence d'exosidérophores ont
révélé plusieurs observations intéressantes. Premierement, la répression totale de fptA et I'expression
maximale de pfeA sont atteintes a des concentrations d'ENT similaires. Deuxiemement, la répression
de fptA et I'expression de foxA sont progressivement observées de maniere parallele avec des
concentrations croissantes de NOCA. Ces observations peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs.
La PCH présente une affinité plus faible pour le fer par rapport a I'ENT et a la NOCA, peu de complexe
PCH-Fe se forment, ce qui entraine une répression de la voie d'acquisition de la PCH-Fe car le
régulateur transcriptionnel PchR n’est plus actif. De plus, ces résultats pourraient suggérer une
corrélation entre la régulation de la voie d'acquisition de la PCH-Fe et celles des voies d'acquisition des
exosidérophores. Cette corrélation mettrait en évidence une forte interconnexion entre les systemes
de régulation des voies d'acquisition du fer exogénes et endogenes. Mis a part Fur, aucun autre
systeme de régulation n'a été identifié pour relier I'expression de fptA a celle de pfeA ou de foxA. Une
étude récente a mis en évidence I|'existence d'un systeme de régulation entre la voie de biosynthése
de la PCH et I'acquisition d'héme (Hoang et al., 2023). Dans cette étude, il a été démontré que PchE,
un NRPS de la voie de biosynthése de la PCH, est réprimé par le sRNA PrrH. La transcription de PrrH
est activée par PhuS, un régulateur associé a I'une des voies d'acquisition d'héme. Bien que la
répression des voies de biosynthése et d'acquisition de la PCH en présence d'exosidérophores soit

documentée, les mécanismes moléculaires de cette répression demeurent incertains. Cependant, sur
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la base de ces derniers résultats, nous pouvons émettre I'hypothése que PrrH ou un systeme similaire

est impliqué dans ce phénoméne.

Les résultats de notre étude renforcent |'efficacité des vecteurs synthétiques d'antibiotiques
basés sur la structure de siderophores de type catéchol plutot que de type hydroxamate. En effet, nous
avons observé que la surexpression de PfeA atteint son maximum a une concentration plus faible de
complexe exosidérophore-Fe que celle de FoxA. De plus, la répression totale de la voie de la PCH
indique que la bactérie peut optimiser I'acquisition de ce type de complexe lorsqu'il est présent dans
son environnement au-dela d’une certaine concentration. Ces caractéristiques font des siderophores
de type catéchol des molécules bien adaptées pour la stratégie du Cheval de Troie dans la vectorisation

d'antibiotiques.

4 Quantifications de sidérophore dans des surnageants de culture

L'utilisation de surnageants de culture bactérienne pour étudier les interactions entre les sidérophores
est une approche pertinente pour simuler les conditions environnementales dans lesquelles chaque
bactérie d'une méme niche sécrete ses sidérophores pour acquérir du fer. Malgré le fait que nos
souches de P. ageruginosa aient été cultivées dans un milieu contenant diverses molécules sécrétées
par d'autres micro-organismes, telles que des toxines ou des facteurs de virulence, les bactéries ont
pu se développer correctement et la fluorescence des marqueurs mCherry ou YPet a pu étre analysée.
Cela renforce la possibilité d'utiliser ces souches dans d'autres systémes, méme dans des conditions
de culture moins optimales. Une prochaine étape consisterait a utiliser ces souches dans des systemes

de biofilm, de co-culture avec d'autres micro-organismes et dans des systémes d’infection.

L'utilisation de surnageants de culture a également révélé une autre utilité des souches rapportrices :
la détection et la quantification de sidérophores dans un milieu complexe. Cette approche pourrait
présenter un potentiel biotechnologique novateur. Ces souches pourraient étre des outils permettant
d’identifier si une bactérie produit ou non un sidérophore donné et a quelle concentration il est sécrété

dans le milieu de culture.
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5 Modeles d’apprentissage pour la modélisation de I'expression de
TBDT en présence de mélange de sidérophores

5.1 Problématique

Les résultats des expériences avec les mélanges d'ENT et de NOCA ont révélé que I'expression des
génes pfeA et foxA réagit différemment en fonction des concentrations respectives d'ENT et de NOCA.
Dans le cas de pfeA, la présence de NOCA n'a aucun impact sur son expression, tandis que la souche
promfoxA-mCherry montre une diminution d’émission de fluorescence de mCherry, et donc
d’expression de foxA avec l'augmentation de la concentration d'ENT. Cette observation est
probablement due a la différence d'affinité pour le fer entre I'ENT et la NOCA. Cependant, malgré cette
disparité d'affinité, la NOCA est capable de chélater le fer méme en présence d'une concentration
importante d'ENT, ce qui se traduit par une activation de la production de mCherry dans promfoxA-
mCherry. Lorsqu'il y a une compétition pour le fer entre plusieurs sidérophores, les affinités et les
concentrations de chaque molécule ont un réle important dans l'issue de cette compétition,
néanmoins, il est clair que d'autres facteurs peuvent également influencer la chélation du fer comme
le pH. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes

sous-jacents.

Pour caractériser le phénomene observé, nous avons cherché a trouver un modele analytique, c’est-
a-dire pour lequel nous pouvons écrire I'équation mathématique en utilisant des parametres
facilement dérivés a partir des mesures (Figure 62). Ce modeéle devait répondre a notre problématique,
il devait pouvoir prendre en entrée la concentration en ENT et en NOCA (ENT, NOCA) et donner en
sortie les niveaux d’expression de PfeA et FoxA (Figure 55). Nous avons pu constater que la complexité
du modeéle mathématique augmente de maniere exponentielle avec le nombre de parametres
d’entrée a prendre en compte. Dans notre domaine d’étude, il n'a pas été possible de trouver une
équation pertinente pour caractériser les effets observés des mélanges d’ENT et NOCA sur I'expression
de FoxA. Un modele de ce type n’est pas approprié dans le cas présent, il le sera encore moins pour la

suite du projet ol nous chercherons a complexifier le systeme.

Une alternative au modeles mathématiques analytiques est d’utiliser des fonction interpolation
multidimensionnelle linéaire (IML) ou cubique (IMC) (Lions and Peetre, 1964). C'est ce type
d’interpolation qui ont notamment permis de générer les cartes représentées sur la Figure 61. Bien
que tres pratique pour la représentation des données, ces interpolations disposent d’un pouvoir de
prédiction assez faible et ont également une complexité qui croit exponentiellement avec le nombre
de variable. Les IML ne permettent en général pas de représenter efficacement des comportements

fortement non-linéaire comme ceux que l'on rencontre en biologie (comportement de forme
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sigmoidale par exemple). Les IMC sont a I'inverse beaucoup plus efficace dans ce domaine, mais en
contrepartie elles ont tendance a créer des artéfacts, en particulier lorsque I'on travaille avec des
données bruités ou parcellaires. C'est par exemple le comportement qui peut étre observé sur la Figure

61B le long de la ligne horizontale correspondanta NOCA =70 uM.

Une troisieme alternative que nous avons évaluée est le recours a des méthodes d’apprentissage
supervisé (Supervised Learning, SL). Nous en avons testé trois types, a savoir la méthode des plus
proches voisins (K Nearest Neighbors, KNN) (Cover and Hart, 1967), les arbres de décisions (Breiman,
2001) et le les réseaux de neurones (Neural Network, NN) (Hopfield, 1982). Pour I’ensemble de ces
algorithmes, le modele mathématique est établi automatiquement en se basant sur un certain nombre
de mesures de référence que I'on appelle aussi base de données d’entrainement (Learning Data Set,

LDS).

5.2 Régression par plus proches voisins (KNN)
Pour prédire la réponse du systéme a une entrée quelconque (ENT,NOCA), l'algorithme KNN
commence par identifier dans le LDS les k mesures (ENT,, NOCA,) ayant la distance avec le point

considéré la plus faible. Ici, la distance est la distance euclidienne calculée ainsi: dj =

\/(ENT — ENTy)? + (NOCA — NOCA,)?. La prédiction sera ensuite une moyenne pondérée par la
distance des mesures que I'on a effectuée en ces k voisins (Figure 75). k est un méta-paramétre de
I"algorithme qu’il convient de choisir. Une valeur faible k conduit a de grandes zones dans lesquels la
prédiction sera constante, en particulier aux endroits ou le LDS est le plus parcellaire. A I'inverse, une
forte valeur k conduit a la prise en compte dans le calcul de la prédiction de points correspondant a
des conditions expérimentales tres éloignées, et donc non pertinentes. Les avantages de cet
algorithme sont les suivants : il est facile a implémenter en raison de sa simplicité et de sa précision, il
s'ajuste automatiquement lorsque de nouveaux échantillons d'apprentissage sont ajoutés, et il ne
nécessite que la spécification d'une valeur k et d'une mesure de distance, ce qui le rend moins

complexe que d'autres algorithmes d'apprentissage automatique.
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Figure 75 : Exemple de la méthode KNN avec k = 5. Chaque point possede sa propre valeur. Les

distances euclidiennes entre I’échantillon violet et ses 5 plus proches voisins et les valeurs associées a
ces points vont pouvoir déterminer la valeur de I'échantillon.

5.3 Arbres de décision

Les arbres de décisions ressemblent quant a eux a des organigrammes ou la direction prise a chaque
nceud correspond a la comparaison d’une entrée a un seuil calculé automatiquement lors de
I"apprentissage pour étre le plus discriminant. Souvent, un seul arbre n’est pas suffisant pour faire une
prédiction. On a alors recours aux foréts d’arbre décisionnelles (Random Forest, RF). Cette algorithme
agrege les sorties de plusieurs arbres de décision indépendants, chacun prédisant un résultats différent
pour un couple d’entrée (ENT, NOCA) en fonction du sous-ensemble du LDS avec lequel il a été
entrainé. La prédiction de chaque arbre est nécessairement une valeur de LDS. La prédiction de
I’'ensemble de la forét est une moyenne, éventuellement pondéré, des réponses de chacun des arbres
qui la compose (Figure 76). L’algorithme dispose de plusieurs méta-paramétres permettant de le
configurer et de I'adapter a un probléme précis, comme par exemple le nombre d’arbres dans la forét,

le nombre de décision au sein d’'un méme arbre ou encore la profondeur maximale d’un arbre. Un
autre avantage de l'algorithme RF est sa flexibilité. |l est capable de gérer a la fois des taches de
régression et de classification avec un haut degré d'exactitude. De plus, il est efficace pour estimer les

valeurs manquantes, car il maintient la précision méme en présence de données manquantes.
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Figure 76 : Exemple de la méthode RN. Sont représentés 30 arbres de décision générés avec la fonction
RandomForestRegressor avec 4 embranchements et 16 feuilles chacun. Le parcours dans les arbres de
décision est représenté en orange. Le résultat final est la moyenne, pondérée ou non, des sorties des
30 arbres de décisions.

5.4 Réseaux de neurones (NN)

Les NN sont également une méthode d’apprentissage trés utilisée dans des domaines tres variés. Il
s’agit d’'une méthode bio-inspirée. Chaque neurone se comporte comme un neurone du vivant, a
savoir qu’il agrege un certain nombre de signaux entrant afin de déclencher ou non un signal en sortie.
Le modeéle en lui-méme est composé d’un certain nombre de couches nodales, chacune composée
d’un certain nombre de neurones. Le réseau est constitué a minima d’une couche d’entrée constitué
de neurone dont les entrées sont les entrées du modele (ici ENT et NOCA), d’une ou plusieurs couches
internes dont les entrées sont a chaque fois les sorties de la couche précédente et d'une couche de
sortie constituée d’autant de neurones qu’il y a de sorties a prédire et prenant comme entrée les
sorties de la derniére couche interne (Figure 77). Le neurone en lui-méme réalise une combinaison
linéaire de ses entrées x; : y = Y,¥_; ai * X, + b puis décide de s’activer a un certain niveau ou non
selon une fonction d’activation z = f,.;(y). Le nombre de couche internes, le nombre de neurones
sur chaque couche ainsi que la fonction d’activation associée a chaque couche sont autant de méta-
parameétres qui peuvent étre utilisés pour adapter un NN a son application. Les avantages des NN sont
leur capacité a apprendre des relations complexes, leur puissance de traitement, leur capacité a

extraire des caractéristiques automatiquement ainsi que le fait de pouvoir gérer plusieurs entrées sans
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pour autant avoir une croissance exponentielle de sa complexité. Son principal inconvénient, en
particulier pour des applications en biologie, c’est qu’ils nécessitent de grandes quantités de données
d'entrainement. Chaque neurone du réseau constitue a lui seul un modele a N + 2 paramétres ou N
estle nombre d’entrée. Le nombre de paramétre devient assez vite démesuré, méme pour des réseaux
simples. Evidemment, plus il y a de paramétres, plus il faut de mesures pour ajuster efficacement ces

paramétres.

Couche Couche Couche
d’entrée interne de sortie

ENT

NOCA

Figure 77 : Exemple de la méthode NN. La couche d’entrée (en bleu) constituée de 5 nceuds prend les
paramétres ENT et NOCA, I'unique couche interne (en orange) constituée de 5 nceuds prend en
entrée les sorties de la couche d’entrée, et la couche de sortie (en vert) prend en entrée les sorties de
la couche interne et donne en sortie une valeur £5.

5.5 Problématique du surapprentissage

Le surapprentissage est un risque fréquent lorsque I'on utilise des modéles de type machine learning.
Il se produit lorsque le modéle s'adapte de maniére excessive aux données d'apprentissage, au point
de mémoriser les exemples spécifiques plutét que de généraliser les motifs sous-jacents. Cela peut
s’assimiler a de I'apprensissage « par cceur » sur le jeu de données pouvant conduire a une baisse
drastique de I'efficacité de I'algorithme lorsqu’il est exposé a des jeux de données inédits. A I'inverse,
le sous-apprentissage se traduit par le fait que le modele n’a pas exploré suffisament I'espace
d’apprentissage et se contente donc de réponse assez général, méme lorsqu’on lui propose en entrée
une donnée trés typée. Le cas extreme du sous-apprentissage conduirait un modele a toujours

répondre la valeur moyenne des données d’apprentissage quelque soit I’entrée proposée.

Dans le cas de I'algorithme KNN, des valeurs de k trop faibles peuvent entrainer un surapprentissage

des données, tandis que des valeurs de k trop élevées peuvent entrainer un sous-apprentissage. Le
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choix approprié de la valeur de k est donc crucial. Elle dépend du jeu de données et doit étre établi

avec soin.

La méthode RF est moins sujette au surapprentissage que d'autres modeéles pour peu qu’on limite le
nombre de nceud et/ou le nombre de feuilles de chaque arbre. Si du surapprentissage est détecté,
I'augmentation du nombre d'arbres de décision ou la réduction de la profondeur des arbres peut aider
a le réduire. Cela se traduit généralement par une plus grande précision, mais peut également

entrainer un temps d'apprentissage plus long.

Les NN complexes peuvent étre sensibles au surapprentissage. Pour résoudre ce probleme, il est
souvent recommandé d'entrainer le modeéle sur un ensemble de données plus vaste ou de modifier sa

complexité en ajustant la structure des nceuds et des couches, ainsi que les poids des parameétres.

Le surapprentissage est un probléme courant dans les modeles de machine learning, mais il existe des
techniques pour l'identifier et y remédier. L’identification consiste a faire de la validation croisée, c’est-
a-dire a entrainer le modeéle sur une partie du LDS et utiliser I'autre partie du LDS pour faire de la
vérification. Si les performances sur les deux sous-jeux de données sont bonnes et equivalentes,
I’apprentissage est bon. Si les performances sur les données utilisés pour I'apprensissage sont bien
meilleures que les performances sur le deuxiéme jeu de donnée, c’est un signe de sur-apprentissage.
Enfin, si les performances sont mauvaises sur les deux jeux de données, on a peut-étre a faire a un cas
de sous-apprentissage. Dans tous les cas, une sélection appropriée des parameétres et la modification
de la complexité du modele sont des solutions pour y remédier. La prise en compte de ces
considérations est essentielle pour garantir des prédictions pertinentes et fiables sur de nouvelles

données.

5.6 Modélisation des données de mélanges avec I'approche de machine learning

Nous avons repris les données générées en cultivant la souche promfoxA-mCherry en présence de
mélanges d’ENT et NOCA présentées en Figure 61 et nous les avons modélisées avec les algorithmes
KNN, RF et NN. Pour KNN et RF, le LDS est composé de 30 % de nos données expérimentales
sélectionnées au hasard. Pour NN, le LDS est composé de 20 % de nos données expérimentales
sélectionnées au hasard pour avoir suffisamment de données a tester. Pour KNN, nous avons utilisé k
=5. Pour RF, nous avons utilisé 30 arbres de décisions avec chacun un maximum de 5 embranchements
et de 20 feuilles maximum. Pour NN, nous avons utilisé deux paramétres d’entrée, ENT et NOCA, une
couche d’entrée de 5 nceuds avec une fonction d’activation linéaire rectifiée, une unique couche

interne de 5 noeuds avec une fonction d’activation linéaire rectifiée et une couche de sortie d’un nceud
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avec une fonction d’activation sigmoide. La représentation des différents modéles sous forme de
graphique avec courbes de niveaux est donnée en Figure 78. Pour évaluer la précision de prédiction
des modeéles, la RMSE est calculée entre les données prédites et les données expérimentales qui n’ont
pas été prise pour I’entrainement du modele. Les valeurs de RMSE pour les différents modeéles sont les
suivantes : 12,44 % pour KNN, 12,59 % pour RF et 17,02 % pour NN. Ces valeurs de RMSE sont

cohérentes avec 'erreur intrinséque de I'expérimentation.

Les résultats de nos différents modeles démontrent leur pertinence dans la modélisation des données,
les courbes de prédiction s'alignent de maniére relativement cohérente avec les valeurs réelles et
notre premiére modélisation par interpolation. Sachant que notre jeu de données est restreint en
termes de volume et de diversité, il est possible que la puissance réelle des algorithmes ne soit ici pas
pleinement représentée. Cependant, malgré cette contrainte, nos premiers résultats sont
encourageants et suggerent que ces modeles sont capables de capturer les tendances de notre

systeme.
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Figure 78 : Comparaison des modeles de production de mCherry par promfoxA-mCherry en présence
de mélanges d’ENT et NOCA. Les données de mélanges ont été modélisées suivant différents
algorithmes : IML (modéle présenté dans la partie Résultats en Figure 61B), KNN, RF et NN. Chaque
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courbe de niveau représente une valeur de [ selon I’échelle de couleurs en Iégende. Les graphiques
avec courbes de niveaux ont été générés sur Python grace a la fonction matplotlib.pyplot.contourf.

Notre tentative d’établir un modele mathématique analytique a permis de mettre en évidence les
limitatins de notre apporche. Une des limitations initiales réside dans la complexité et
I'interdépendance des mécanismes de régulation qui rendent le modeéle mathématique tres difficile a
établir. De plus, pouvoir extraire efficacement les parametres a partir de résultats expérimentaux
dépendants de la concentration de deux sidérophores s’est révélé problématique. Un avantage de
|'approche de machine learning est sa précision et sa capacité a prendre en compte facilement de

nombreux parametres différents. Cette nouvelle approche nous a donné des résultats encourageants.

Un modeéle analytique a I'avantage d’utiliser des paramétres interprétables mathématiquement et
biologiquement, comme par exemple le parametre K de I’équation de Hill qui est égal la concentration
en sidérophore pour étre a la moitié de I'expression maximale du transporteur et qui détermine le
point d’inflexion de la sigmoide. Cet aspect est tres intéressant pour décrypter les mécanismes
biologiques impliqués dans I'effet observé. Les algorithmes de machine learning sont plut6t de type
« boite noire », ce sont des systémes qui peuvent étre visualisés en termes d'entrées et de sorties sans
gue son fonctionnement interne ne soit transparent pour I’utilisateur. Le principal inconvénient des
modeles de ce type est qu'ils peuvent générer des résultats sans que I'on puisse comprendre comment
ils y sont parvenus. Cela peut poser des défis en termes de confiance, d'acceptabilité et d'exploitabilité
des résultats. Des efforts sont déployés pour développer des techniques et des approches permettant
de rendre les modeles de type « boite noire » plus transparents et explicables, afin de mieux
comprendre leurs décisions et de faciliter la confiance et I'adoption de ces technologies. Ces
problématiques d’explicabilité sont des sujets de recherche importants et d’actualité regroupés sous
le nom d’intelligence artificielle explicative (Explainable Al, XAl) (Barredo Arrieta et al., 2020; Dwivedi
et al., 2023). Certains outils sont en développement pour répondre a ces enjeux comme par exemple
les explications additives de Shapley (SHapley Additive exPlanations, SHAP) qui permet de comprendre
comment les caractéristiques ou les variables d'entrée contribuent aux prédictions d'un modele
(Lundberg and Lee, 2017). Le principe de base de SHAP est de mesurer la contribution individuelle de
chaque caractéristique a la prédiction d'un modéle en considérant toutes les combinaisons possibles
de caractéristiques. Pour cela, SHAP évalue comment la prédiction d'un modeéle change lorsque
différentes caractéristiques sont ajoutées ou retirées. Cette méthode s’avéra intéressante a

implémenter dans nos futurs modeéles prenant en compte de nombreux parametres.
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Malgré la problématique XAl, les algorithmes de machine learning revétent un intérét particulier
pour nous, car nous souhaitons développer un modele de plus en plus complexe qui intégre de
multiples variations environnementales de culture de P. aeruginosa. Dans cette perspective, nous
avons proposé plusieurs pistes de réflexion pour élaborer un modeéle et une méthodologie plus

pertinents pour notre systeme en vue des prochaines étapes du projet.

6 Conclusion

Dans le cadre de ce projet de these, notre objectif était d'approfondir notre compréhension de
I'adaptation phénotypique des voies d'acquisition du fer chez P. aeruginosa. Grace a l'utilisation de
souches rapportrices, nous avons pu explorer plus en détail I'expression de quatre genes codant pour
des TBDT impliqués dans I'import du fer. Nous avons validé la robustesse de ces constructions et la

fiabilité de leurs résultats.

Le développement de modeles mathématiques nous a permis d'étudier de maniere précise les
comportements d'expression des quatre genes étudiés, offrant ainsi des clés pour la compréhension
des mécanismes biologiques. Nous avons utilisé cette approche pour évaluer I'expression de PfeA,
FoxA, FpvA et FptA, en présence de différentes concentrations d'exosidérophores. Nos résultats ont
révélé des schémas d'expression distincts pour chaque transporteur, méme lorsque les sidérophores

présentaient des structures et des affinités pour leur TBDT similaires.

Nous avons également démontré que nos souches rapportrices détectaient et répondaient a la
présence de sidérophores présents dans les surnageants de culture de bactéries productrices de
sidérophores, ouvrant ainsi des opportunités pour des expérimentations plus complexes telles que les
co-cultures, les biofilms, les communauté microbiennes ou les systemes d'infection. De plus, nos
expériences avec les mélanges de sidérophores ont mis en évidence des aspects intéressants,
notamment la capacité de la NOCA a chélater le fer malgré son affinité plus faible pour le fer comparé
a ’ENT ou lorsqu’elle était présente en concentrations plus faible par rapport a I'ENT. Nous avons
également identifié les limites de notre modeéle analytique, ce qui nous a conduit a explorer des
approches de machine learning qui se sont avérées pertinentes et qui seront certainement

développées ultérieurement dans le cadre du projet.

Dans l'ensemble, nos résultats soulignent la complexité de la régulation de I'acquisition du fer par
P. aeruginosa, qui prend en compte de nombreux parameétres. Les approches génétiques,
biochimiques et mathématiques que nous avons utilisées nous ont permis d’avoir une nouvelle vision

de la complexité qui était lié a I'expression des TBDT et certainement des voies d’import du fer. De
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plus, la méthodologie développée ouvre de nouvelles perspectives de recherche. L'utilisation de ces
techniques nous permettra d'approfondir notre compréhension des mécanismes de régulation de
I'expression des genes impliqués dans I'assimilation du fer chez P. aeruginosa, méme dans des

systemes complexes.

Pour la suite du projet, notre objectif est d'intégrer les différents modeles dans un modele global qui
inclura une variété de données dans des conditions diverses. En combinant des données
expérimentales et des méthodes de modélisation, nous visons a établir une représentation
guantitative fiable de I'expression génétique des transporteurs de sidérophores dans des conditions
spécifiques et complexes, et par extrapolation de I'expression de tous les genes impliqués dans ces
voies d’'import du fer étant donné qu’ils sont souvent localisés sur les mémes opérons. Cette approche
intégrée ouvrira de nouvelles perspectives dans notre compréhension des mécanismes de transport
des sidérophores et de leur régulation. De plus, elle servira de base solide pour la conception de

sidéromycines artificielles permettant de lutter efficacement contre cette bactérie pathogene.
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Annexes

Tableau 7 : Souches et plasmides utilisés dans ce travail.

Souches et plasmides

N° Collection

Caractéristiques

Références

P. aeruginosa
PAO1
prompfeA-mCherry

promfoxA-mCherry

promfptA-YPet

promfpvA-YPet

E. coli
TOP10

PAO1
PAS1111

PAS1112

PAS1114

PAS1115

Souche P. aeruginosa WT

PAO1 avec la séquence promotrice
de pfeA suivie de mCherry insérée
dans le génome

PAO1 avec la séquence promotrice
de foxA suivie de mCherry insérée
dans le génome

PAO1 avec la séquence promotrice
de fptA suivie de YPet insérée dans
le génome

PAO1 avec la séquence promotrice
de fpvA suivie de YPet insérée dans
le génome

F- mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
©80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15
galK16 rpsL(Str?) endA1 A

(Stover et al., 2000)

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Invitrogen

Plasmides
pTH1

pTH2

pTH4

pTH5

551

552

554

555

PEXG2 portant la séquence du
promoteur de pfeA suivie de la
séquence de mCherry

pPEXG2 portant la séquence du
promoteur de foxA suivie de la
séquence de mCherry

PEXG2 portant la séquence du
promoteur de fptA suivie de la
séquence de YPet

pPEXG2 portant la séquence du
promoteur de fpvA suivie de la
séquence de YPet

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
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Tableau 8 : Oligonucléotides utilisés dans ce travail.

Oligonucléotides Séquences (5’ a 3’) Utilisation
ppfeA F CGTAACTAGTCCTCCCCTACCAGCGCCT Construction plasmide pTH1
ppfeA R TTCTAGACATCGGTGATCTCCGGGCAATG Construction plasmide pTH1
PEXG2 ppfeA F GAGATCACCGATGTCTAGAAGCAAGGGC Construction plasmide pTH1
PEXG2 ppfeA R GTAGGGGAGGACTAGTTACGTGGCCTGTAG Construction plasmide pTH1
pfoxA F CGTAACTAGTCGGGGTCTATCGCCTGGAC Construction plasmide pTH2
pfoxA R TTCTAGACATGAACGGGATCCGTTGGAG Construction plasmide pTH2
PEXG2 pfoxA F GATCCCGTTCATGTCTAGAAGCAAGGGC Construction plasmide pTH2
PEXG2 pfoxA R ATAGACCCCGACTAGTTACGTGGCCTGTAG Construction plasmide pTH2
pfptA F CGTAACTAGTCCGGCGCTGGCGCGTCAGG Construction plasmide pTH4
pfptA R CTTTGCTCATCGTTCGAACAGCCTCGGGGGATATAC Construction plasmide pTH4
PEXG2 pfptA F TGTTCGAACGATGAGCAAAGGCGAAGAAC Construction plasmide pTH4
PEXG2 pfptA R CCAGCGCCGGACTAGTTACGTGGCCTGTAG Construction plasmide pTH4
pfpvA F CGTAACTAGTGGTCTTCTACACCGAACTGT Construction plasmide pTH5
pfpvA R CTTTGCTCATGGGTGATTGCTCTTCTTAGG Construction plasmide pTH5
PEXG2 pfpvA F GCAATCACCCATGAGCAAAGGCGAAGAAC Construction plasmide pTH5
PEXG2 pfpvA R GTAGAAGACCACTAGTTACGTGGCCTGTAG Construction plasmide pTH5
clpX F CTGCGCTCATGCAGATCCT RT-gPCR
clpX R TCGAACAGCTTGGCGTACTG RT-gPCR
proCF GGCGTATTTCTTCCTGCTGA RT-gPCR
proCR TGGCCTGGAAGGATTTGAT RT-gPCR
rpoD F ACAAGATCCGCAAGGTACTGAAG RT-qPCR
rpoD R CGCCCAGGTGCGAATC RT-gPCR
rpsL F TACACCACCACGCCGAAAA RT-gPCR
rpsL R CACCACCGATGTACGAGGAA RT-gPCR
uvrD F CTACGGTAGCGAGACCTACAACAA RT-gPCR
uvrD R GCGGCTGACGGTATTGGA RT-qPCR
mCherry F CAACGTCAACATCAAGTTGGACAT RT-qPCR
mCherry R CGTACTGTTCCACGATGGTGTAG RT-gPCR
pfeA F GCCGAGACCAGCGTGAAC RT-gPCR
pfeAR GGCCGGATTCGATCTTGTT RT-gPCR
foxA F AAGGGCTCGGATACCCAGTT RT-gPCR
foxAR CGTTGGGATCGTGTTGCA RT-qPCR
fptAF GCGCCTGGGCTACAAGATC RT-qPCR
fPtAR CCGTAGCGGTTGTTCCAGTT RT-qPCR
fpvA F AGCCGCCTACCAGGATAAGC RT-gPCR
fovA R TGCCGTAATAGACGCTGGTTT RT-gPCR
YPet F ATATCCTGGGCCACAAACTG RT-qPCR
YPet R CATCACCAATCGGGGTATTC RT-qPCR
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Adaptation de Pseudomonas aeruginosa a I'acquisition du fer :
modélisation mathématique des switchs phénotypiques

Résumé

Le fer est un nutriment essentiel a la croissance bactérienne et les bactéries produisent de petites molécules
appelées sidérophores pour I'acquérir. Pseudomonas aeruginosa peut exprimer au moins 15 voies d’acquisition du
fer impliquant deux sidérophores endogénes et de nombreux sidérophores exogénes produits par d’autres
bactéries. Toutes ces voies, sauf une, impliquent un transporteur TonB-dépendant (TBDT) pour importer le fer a
travers la membrane externe. Des rapporteurs fluorescents ont été développés pour suivre I'expression des TBDT
impliqués dans ces voies. Ces rapporteurs ont été validés puis utilisés pour étudier I'expression des TBDT de voies
endogenes et exogenes d'acquisition du fer en présence de gradients de concentrations de sidérophores seuls, en
mélange ou présents dans des surnageants de cultures bactériennes. Les données obtenues ont permis de

construire des modeles mathématiques pour caractériser les schémas d'expression de ces transporteurs.

Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa, Homéostasie du fer, Sidérophore, Transporteur TonB-dépendant,

Modélisation mathématique

Abstract

Iron is an essential nutrient for bacterial growth. In order to access this nutrient, bacteria produce siderophores,
which are small molecules with a high affinity for iron. Pseudomonas aeruginosa can express at least 15 different
iron acquisition pathways involving two endogenous siderophores and numerous exogenous siderophores
produced by other bacteria. All but one of these pathways involve a TonB-dependent transporter (TBDT) to import
iron across the outer membrane. Fluorescent reporters have been developed to monitor the expression of TBDTs
involved in these pathways. These reporters were validated and used to study the expression of TBDTs from
endogenous and exogenous iron acquisition pathways in the presence of concentration gradients of one
siderophore, mixtures of siderophores, or siderophores in bacterial culture supernatants. The data obtained

allowed the construction of mathematical models to characterize the expression patterns of these transporters.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Iron homeostasis, Siderophore, TonB-dependent transporter, Mathematical

modelling




