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Ce travail porte sur I’étude du rdle du régulon Pho dans la virulence
de souches d’Escherichia coli pathogénes causant des maladies extra-
intestinales (EXPEC) et de son influence sur la surface bactérienne. Le
régulon Pho, controlé par le systtme a deux composantes (TCS)
PhoR/PhoB, est un circuit génétique impliqué essentiellement dans
’acquisition du phosphate. Il est induit en situation de carence
environnementale en phosphate. Chez les souches d’E. coli ayant une
mutation dans Pst, un systtme de transport spécifique du phosphate, le
régulon Pho est activé de fagon continue. Les souches EXPEC animales
O115 et O78 causent d’importantes pertes économiques au sein de
I’industrie porcine et avicole respectivement. Notre groupe de recherche a
démontré qu’une mutation dans Pst, chez une souche EXPEC O115, a des
effets pléiotropiques et résulte en la perte de la virulence.

Notre laboratoire s’intéresse aux bases moléculaires qui pourraient
expliquer ces phénoménes. Notre hypothése est qu’une conséquence d’une
mutation dans le syst¢éme Pst provoque des changements au niveau de la
composition des structures de la surface bactérienne qui seraient associées a
certains traits de virulence. Le présent projet visait & identifier des
composantes de la surface bactérienne affectées par une mutation dans Pst.
De plus, nous voulions vérifier si les souches EXPEC Ol115 et O78,
d’origines animales distinctes, sont affectées de fagon similaire par une
mutation dans Pst. Parmi les effets recensés, nous voulions déterminer
lesquels peuvent étre associés a la virulence bactérienne.

La virulence de souches O115 et O78 ainsi que de leur mutant Pst fut
évaluée dans des modeles d’infection expérimentale. Les résultats obtenus
démontrent que, chez ces souches, la capacité a causer des lésions extra-
intestinales ainsi que la virulence est fortement atténuée par une mutation
dans Pst. De plus, nos résultats démontrent que les mutants Pst sont
sensibles au choc acide, & DI’effet bactéricide du sérum et aux peptides
cationiques antimicrobiens (CAMP). Ces conditions représentent des stress
pouvant étre rencontrés dans I’hdte. La surface des bactéries & Gram-négatif
agit comme une barriére face aux différents stress environnementaux. De
fagon plus spécifique, le lipide A, la partic membranaire des
lipopolysaccharides (LPS), est impliqué dans la résistance au CAMP. Nos
résultats montrent qu’il y a une diminution de 66% dans la quantité de lipide
A hexa-acyle-1-pyrophosphate chez les mutants Pst. La diminution des
pontages croisés entre les LPS, engendré par cette modification, pourrait
contribuer 2 la sensibilité des mutants Pst vis-a-vis le sérum et les CAMP.
Par ailleurs, nos résultats démontrent qu’une augmentation de la
perméabilité de la membrane externe ainsi que des changements au niveau
de la composition des acides gras membranaires contribuent a la sensibilité
des mutants Pst au choc acide.

En conclusion, les souches EXPEC O115 et O78 sont affectées de
fagon similaire par une mutation dans Pst. De plus, les modifications de la
surface bactérienne identifiées chez ces mutants peuvent étre associées a des
phénotypes de sensibilité. Ces phénoménes surviennent sans doute en
conséquence de I’état d’activation continue du régulon Pho chez les mutants
pst. Donc, le régulon Pho appartient vraisemblablement a4 un réseau
beaucoup plus vaste de régulation, important a la fois pour ’homéostasie du
phosphate, la virulence bactérienne et la réponse aux stress. Finalement, des



molécules pharmaceutiques induisant cet état d’activation pourraient tre
utiles comme agents thérapeutiques pour compromettre la virulence
bactérienne et faciliter 1’élimination des pathogénes par les défenses de
I’héte.

Mots clés : EXPEC, régulon Pho, TCS, systéme Pst, LPS, lipide A, acides
gras, CAMP, choc acide, sérum.
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This work concerns the role of the Pho regulon in the virulence of
extra-intestinal pathogenic Escherichia coli (EXPEC) strains as well as its
influence on the bacterial cell surface. The Pho regulon is controlled by the
two-component regulatory system PhoR/PhoB. It is the major gene circuit
involved in adaptation to phosphate limitation. The Pst system is involved in
phosphate specific transport. A mutation in Pst results in a constitutive
expression of the Pho regulon. The EXPEC strains O115 and O78 cause
important economical loss in the swine and poultry industry respectively.
Our research group showed that in an O115 strain, a mutation in the Pst
system results in pleiotropic effects and virulence loss.

Our laboratory is interested in elucidating the molecular basis behind
these phenomena. We hypothesized that a mutation in the Pst system results
in structural changes of the cell surface components. Thus, this project was
to characterize cell surface structures using Pst mutants of EXPEC strains
0115 and O78. We aimed to establish if a Pst mutation has similar effects
on ExPEC strains from distinct animal origins and to determine which
effects can be correlated to bacterial virulence.

The virulence of Pst mutants was evaluated in experimental infection
models. We showed that a mutation in Pst results in an important virulence
attenuation, including a decreased capacity to cause extra-intestinal lesions,
in both O115 and O78 strains. Moreover, we showed that Pst mutants are
sensitive to the bacteriolytic effects of serum, to cationic antimicrobial
peptides (CAMP) and to acid shock. These stresses can be encountered
within the host. The cell surface of Gram-negative bacteria acts as a major
barrier to many environmental cues. More specifically, the lipid A which is
the membrane anchor of the lipopolysaccharides (LPS), is a known structure
involved in CAMP resistance. Our lipid A analyses, revealed a 66%
reduction in the amount of the hexa-acylated 1-pyrophosphate lipid A in Pst
mutants. This lipid A modification could contribute to serum and CAMP
sensitivity by reducing cross-bridging between LPS molecules. In addition,
our results showed that increased outer-membrane permeability as well as
changes in fatty acids composition is likely to contribute to acid shock
sensitivity in Pst mutants.

In conclusion, we showed that EXPEC strains O115 and Q78 are
similarly affected by a mutation in Pst. The phenotypes identified in this
study confirmed that Pst mutants are indeed characterized by cell surface
structural changes. Moreover, our results showed that the Pho regulon,
which is constitutive in pst mutants, is involved in some of these
modifications. Thus, the Pho regulon might be included in a more global
network of regulation affecting phosphate homeostasis, bacterial virulence
and stress responses. Finally, drugs that induce the expression of the Pho
regulon may also be useful as therapeutic agents that would compromise
bacterial virulence and facilitate elimination of the pathogen by host
defences.

Key words: EXxPEC, Pho regulon, TCS, Pst system, LPS, lipid A, Fatty
acids, CAMP, acid shock, serum.
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B beta

% chi

A delta

Y gamma

X kappa

A lambda

n micro

c sigma

® omega

v phi

Ay potentiel membranaire

% pourcentage

ABC (ATP binding cassette)

ACP (acyl-carrier protein)

ADN ou DNA  acide désoxyribonucléique (desoxyribonucleic acid)
ADP adénosine diphosphate

AP aluminium

Amp ampicilline

ANOVA analyse de variance (analysis of variance)
AP phosphatase alcaline (alkaline phosphatase)
APEC E. coli pathogéne aviaire (avian pathogenic E. coli)
AR résistance a ’acide (acid resistance)

ARN ou RNA  acide ribonucléique (ribonucleic acid)

ARNm ARN messager

ASKA A complete Set of E. coli K-12 ORF Archive

Asr (acid shock RNA)

ATP adénosine triphosphate

ATR tolérance a I’acide (acid tolerance)

BMEC cellules endothéliales microvasculaires cérébrales (brain
microvascular endothelial cells)

C carbone

°C degré Celsius

Ca®* calcium



CAMP

Cdh
c-di-GMP
CDP
CFA
CFU

CK2

CK3

cr

Cm
CMH-I
Co?t

CO,

CP1

CPS

Cre

Ct
C-terminal
D-ala

Da
DBTD

E. coli
ECA

EDTA
EHEC
ELISA
EPEC
ETEC
ExPEC

FA
FACS
F e3+
FV
G3P
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peptide cationique antimicrobien (cationic antimicobial
peptide)
CDP-diglyceride pyrophosphatase

GMP dimérique cyclique

cytidine diphosphate

acide gras cyclopropane (cyclopropane fatty acid)
unité formatrice de colonie (colony forming unit)
mutant ps¢ porcin complémenté

mutant pst aviaire complémenté

chlore

chloramphénicol

complexe majeur d’histocompatibilité de type I
cobalt

dioxyde de carbone

cécropine P1

capsule polysaccharidique

régulateur catabolique

cycle seuil (threshold cycle)

carboxy-terminal

D-alanine

dalton

domaine bi-fonctionnel de liaison 2 I’ADN et de
transactivation
Escherichia coli

antigéne commun des Entérobacteriacae
(Enterobacteriacae common antigen)
acide éthyléne-diamine-tétraacétique

E. coli entérohémorragique (enterohemoragic E. coli)
(enzyme-linked immunosorbent assay)

E. coli entéropathogéne (enteropathogenic E. coli)

E. coli entérotoxinogéne (enterotoxigenic E. coli)

E. coli pathogéne causant des maladies extra-intestinales
(extraintestinal pathogenic E. coli)
acide gras (fatty acid)

(fluorescence activated cells sorting)
fer
facteur de virulence

sn-glycerol-3-phosphate



G6P
GABA
Gad

GC
GMP
GFP
GREMIP

H,PO,4
HPO,>

LBP
LCFA
LEE
log
LP

LPS
M
M2
MAC

MALDI-TOF

glucose-6-phosphate

acide y-amino butyrique

glutamate décarboxylase

chromatographie en phase gazeuse (gas chromatography)
guanosine monophosphate

(green fluorescence protein)

groupe de recherche sur les maladies infectieuses du porc
hydrogéne

histidine kinase

ion dihydrogénoorthophosphate

ion hydrogénoorthophosphate

interleukine

isopropy! B-D-1-thiogalactopyranoside
potassium

mutant pst porcin

mutant pst aviaire

constante de dissociation

capsule polysaccharidique de type « O-like »
constante de Michaelis

kanamycine

kilodalton

acide 3-keto-deoxy-D-manno-octulosomique
litre

4-amino-4-deoxy-L-arabinose

Milieu de culture Luria-Bertani

(LPS-binding protein)

acide gras a longue chaine (long chain fatty acid)
Lee (locus of enterocytes effacement)
logarithme

milieu de culture de faible concentration en phosphate
(low-phosphate)
lipopolysaccharide

molaire
mutant pst TnphoA

complexe d’attaque membranaire (membrane attack
complex)
(matrix assisted laser desorption ionization time of flight)



MASPs
MBL

ME ou OM
MeHPO,
Mg

mg

MI ou IM
MIC

min
MKK

ml

MnZ*

mol
MRHA
mV

m/z

NA
NF-«p
NH,VO;
nm

nmol
N-terminal
oD

OMP

ORF

Pag

PAI
pAPEC-1
Pb

PBS
pEtN
Pho
PhoB-P
P;

(mitogen activated protein)
(MBL-associated serine protease)
(mannose binding lectin)

membrane externe (outer-membrane)
complexe métal-phosphate
magnésium

milligramme

membrane interne (inner-membrane)

concentration minimale inhibitrice (minimal inhibitory
concentration)
minute

MAP kinase kinase

millilitre

mangangése

mole

(mannose resistant hemaglutinine)
millivolt

masse / charge

acide nalidixique (nalidixic acid)
facteur nucléaire kB (nuclear factor kf3)
métavanadate

nanométre

nanomole

amino-terminal

densité optique (optic density)

protéine de la membrane externe (outer-membrane
protein)
(open reading frame)

(PhoQ/PhoP activated genes)

(pathogenicity island)

plasmide de virulence de la souche APEC %7122
paires de bases

(phosphate buffered saline)
phosphoéthanolamine

phosphate

PhoB phosphorylée

phosphate inorganique



Pit
PMB
PolyP;
ppGpp
PP;
pppGpp
Ppx

Prg

Pst

QS
RD
REP

RpoS
RR
RT-PCR

SCOTS
SDS
SDS-PAGE
Sm

T3SS

TCS

TLC
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Transporteur du P; (P; transporter)
polymyxine B

métaphosphate

guanosine tétraphosphate
pyrophosphate

Guanosine pentaphosphate
PolyP; phosphatase

(PhoQ/PhoP repressed genes)

Systéme de transport spécifique du phosphate (phosphate
specific transport system)
senseur de quorum (quorum sensing)

domaine receveur

structure palindromique (repetitive extragenic
palindromic)
facteur sigma alternatif (sigmaS)

régulateur de réponse

transcription réverse-réaction en chaine polymérase
(reverse transcription-polymerase chain recation)
capture sélective des séquences transcrites

(sodium dodecyl sulfate)
(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)
streptomycine

systéme de sécrétion de type 111

systéme & deux composantes (two component regulatory
system)

chromatography en couche mince (thin layer
chromatography)

(toll-like receptor)

(tumor necrosis factor a)

acide gras insaturé (unsaturated fatty acid)

E. coli uropathogéne (uropathogenic E. coli)
infection du tractus urinaire(urinary tract infection)
séquence non-traduite (untranslated sequence)
Vitesse enzymatique maximale
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate

zinc
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Depuis longtemps, les scientifiques s’intéressent & Escherichia coli
comme systtme biologique modéle, autant pour I’étude des voies
métaboliques, des voies de biosynthéses, de la régulation génétique, des
cascades signalétiques, que pour la production de molécules hétérologues.
Au niveau de plusieurs aspects, cette bactérie est I'une des mieux
caractérisées. Malgreé cela, beaucoup reste encore a découvrir.

E. coli est un coccobacille Gram-négatif anaérobie facultatif. Cette
bactérie occupe naturellement plusieurs niches écologiques de
I’environnement ainsi que plusieurs hétes. En effet, E. coli fait partie du
biote indigéne intestinal de plusieurs mammifeéres. Cependant, les
phénoménes de mutations et de transfert horizontaux engendrant des
modifications génomiques et plasmidiques ont généré de nombreux variants
génétiques augmentant le fitness de ces derniers pour leur niche écologique
respective, ainsi que pour de nouvelles niches. Ces événements génétiques
sont & la base de I’acquisition de facteurs de virulence (FV) et sont
responsables de la capacité des pathogeénes a causer la maladie. Il est certain
qu’une souche ayant plusieurs FV a plus de chances d’acquérir un bagage
plus important de FV de fagon subséquente de par les pressions de sélection
dans I’hote et de par la co-habitation avec d’autres pathogénes.

Certes, I’avénement du séquencage automatisé et de I’obtention de
séquences de génomes entiers a permis un progrés considérable au niveau
de la compréhension de 1’organisation du génome et du développement de la
recherche fonctionnelle in silico. Déja, la protéomique remplace la
génomique, fruit du désir d’associer des structures et fonctions aux

séquences pour I’instant « muettes ». La tiche est cependant beaucoup plus
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ardue qu’il n’y parait. La recherche fondamentale en microbiologie
cellulaire est nécessaire et est la clé menant aux nombreuses découvertes a
venir. Dans une cellule bactérienne et méme a I’extérieur, les molécules
communiquent, résultant en une multitude d’événements « action-réaction »
permettant a la cellule de vivre, de se diviser, d’occuper une niche
écologique donnée, de survivre a des stress environnementaux et parfois
méme, a provoquer sa destruction pour permettre la survie de sa population.
La base moléculaire de la régulation implique des interactions complexes
entre plusieurs signaux et composantes cellulaires, dont les molécules
d’acides désoxyribonucléiques (ADN) elles-mémes, avec leurs séquences
d’acides nucléiques spécifiques, leurs protéines associées et leurs
topologies. La présence et la fonctionnalité d’une protéine dépendent de
plusieurs facteurs. La régulation au niveau de la transcription, des acides
ribonucléiques (ARN) et de la traduction (post événement aussi) est en effet
responsable des phénotypes « mesurables et observables » dans une cellule.
De plus, les voies métaboliques et de régulations ne sont pas nécessairement
exclusives et isolées dans I’espace et le temps. En effet, les multiples voies
métaboliques et signalétiques peuvent étre redondantes, s’entrecroiser et
s’influencer mutuellement. Ainsi, le réseau des événements de régulation,
permettant ’homéostasie cellulaire, est extrémement complexe et nécessite,

entre les différentes parties, une bonne communication.
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Chez les microorganismes, la capacité a répondre aux différents stimuli
rencontrés dans 1’environnement est déterminante pour leur survie. Celle-ci
nécessite des mécanismes globaux de régulation impliquant des systémes
pouvant contrdler plusieurs éléments génétiques de fagon coordonnée. Par
exemple, le systtme a deux composantes (TCS) PhoR/PhoB répond aux
concentrations extra-cytoplasmique en phosphate inorganique (P;), en activant
ou en réprimant plusieurs génes a la fois. Ces geénes appartiennent
conceptuellement au régulon Pho et sont importants pour le maintien de
I’homéostasie cellulaire en situation de carence environnementale en phosphate.
Le systéme Pst qui appartient au régulon Pho est impliqué dans I’acquisition
spécifique du phosphate dans ces conditions. Il joue aussi un role dans le
contrdle du TCS PhoR/PhoB. Une mutation dans le systéme Pst résulte en
’activation continue du régulon Pho. Cette thése de doctorat traite du réle du
régulon Pho dans la virulence chez des souches d’E. coli pathogénes qui
causent des maladies extra-intestinales (les EXPEC) et particuliérement des
structures de la surface bactérienne affectées par une mutation dans Pst et qui

peuvent étre associées a des traits de virulence.

Dans la prochaine section, une recension détaillée des connaissances
actuelles sur le régulon Pho et le systéme Pst est d’abord présentée. Dans un
deuxiéme temps, la composition de la surface des bactéries & Gram-négatif est
décrite de méme que le role de certaines de ses structures dans la résistance a
des stress pouvant étre rencontrés chez I’hte. Dans cette optique, les

mécanismes de résistance a D’effet bactéricide du sérum, aux peptides



cationiques antimicrobiens et au choc acide sont présentés comme modéles.
Ceux-ci sont associés a la capacité des EXPEC & causer la maladie. La derniére
partic de cette premiére section est consacrée a la description des souches
ExPEC utilisées dans cette étude ainsi qu’a 1’énoncé de la problématique
contextuelle, de I’hypothése et des objectifs visés par le présent travail. Comme
il sera discuté, 1’activation du régulon Pho a un effet global sur la cellule
bactérienne permettant & celle-ci non seulement de s’adapter et de survivre dans
un environnement pauvre en phosphate, mais aussi de répondre adéquatement a

différents stress et d’exprimer des caractéristiques associées a la virulence.
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1. Comment les bactéries percoivent les stimuli
environnementaux

Il existe trois mécanismes par lesquels les bactéries percoivent et
répondent aux changements environnementaux : les mécanismes de senseur de
quorum (QS; « quorum sensing »), les systémes a une composante et ceux a
deux composantes. Le QS est un mécanisme de régulation permettant la
synchronisation de 1’expression de certains génes au niveau d’une population
bactérienne (277). Le QS est un processus de communication de cellule a
cellule qui est tributaire de la densité d’une population bactérienne. Les
bactéries relichent dans 1’environnement de petites molécules « signales » qui,
a forte concentration, induisent une réponse coordonnée au sein de la
population bactérienne. Certaines de ces molécules signales diffusent
directement a travers les membranes et s’associent a des régulateurs génétiques.
D’autres sont des ligands de récepteurs situés a la surface cellulaire et induisent
des cascades signalétiques de méme nature que celles induites par les systémes
4 une ou a deux composantes. Les systémes a une composante sont des
sérine/thréonine kinases ou tyrosine kinases similaires a celles retrouvées chez
les eucaryotes (46, 86). Ces systémes de signalisation cellulaire dépendent de
transferts d’un groupement phosphoryle entre différentes protéines. Comme il
sera expliqué dans les prochaines sections, les systémes 4 deux composantes
(TCS) fonctionnent de fagon similaire. Les TCS sont cependant beaucoup
mieux caractérisés et leur role dans la réponse des bactéries a I’environnement

est appréciable.



1.1  Les systémes a deux composantes (TCS)

Les systémes a deux composantes (TCS) sont généralement composés
de deux protéines d’ou leur nom (Voir aussi section 2.3.3 p.15). Une premiére
protéine, apte a capter un ou des signaux environnementaux, phosphoryle une
seconde protéine qui, sous forme phosphorylée, joue le role d’activateur ou de
répresseur transcriptionnel (104, 105, 237, 282). Les TCS sont impliqués dans
plusieurs processus de réponses cellulaires comme la motilité, la résistance aux
antimicrobiens, 1’osmorégulation, la sporulation, la fixation de I’azote,
’invasion de cellules hétes, 1’acquisition du phosphate, etc (22, 26). Chez E.
coli, une trentaine de TCS ont, a ce jour, été décrits (263). Les TCS sont absents
chez les humains (26), faisant de ces systémes des cibles intéressantes pour des

molécules antimicrobiennes.

2. Le phosphate et la vie

Le carbone, 1’azote et le phosphate sont les trois éléments les plus
abondants sur Terre. Ce sont des éléments essentiels a la vie. Nous traiterons ici
du phosphate, théme unificateur du présent travail. Le phosphate fait partie
intégrante de la structure de plusieurs composantes cellulaires comme les acides
nucléiques, les lipides et les protéines. Le phosphate est présent dans de
nombreuses voies métaboliques. Par exemple, le phosphate inorganique (P;) est
utilisé comme substrat par les enzymes de la glycolyse, du cycle des acides
tricarboxyliques et de la fermentation. Aussi, le P; est trés important dans le

métabolisme énergétique cellulaire puisque cette molécule crée des liens



phospho-anhydrides hautement énergétiques. De plus, les voies signalétiques
intracellulaires dépendent, entre autres, de phospho-relais impliquant la
transmission de groupements phosphoryles entre protéines. Ainsi, en plus d’un
réle structural, le phosphate est impliqué dans les mécanismes moléculaires
fondamentaux permettant la vie elle-méme. Chez E. coli, la gestion du
phosphate est prise en charge, en partie, par le régulon Pho. Ce dernier
appartient conceptuellement au stimulon phosphate, soit tous les génes affectés
par les variations environnementales en phosphate (262). Le régulon Pho est

induit en situation de carence en phosphate (271).

2.1  Escherichia coli et le phosphate

E. coli utilise trois composés comme source primaire de phosphate : le
P;, P’organophosphate (les esters de phosphate) et les phosphonates. Les
phosphonates font partie d’une grande catégorie d’organophosphates ayant
comme caractéristique particuliére d’avoir un lien direct carbone-phosphate a la
place d’un lien carbone-oxygéne-phosphate normalement retrouvé chez les
organophosphates. On retrouve trois formes chimiques de phosphate
inorganique dans une cellule d’E. coli: le P;, le pyrophosphate (PP;) et le
métaphosphate (polyP;) (262). Les concentrations intracellulaires en P; et en PP;
sont de fagon générale invariables. Celles-ci sont de 10 mM pour le P; et de 0,5
mM pour le PP;. La concentration en polyP; peut varier de 0,1 2 50 mM (126).
Cependant, chez E. coli, les réserves de polyP; varient moins que chez d’autres
bactéries et se situent autour de 0,2 mM. Chez E. coli, le PP; cytosolique est

dégradé en P; par une pyrophosphatase unique codée par le géne ppa qui est



essentielle a la survie de la bactérie. Le polyP; est synthétisé par la cellule
principalement en situation de stress environnementaux comme des carences en
P,, en azote, en acides aminés et de fortes concentrations en sels. Le PolyP; est
une molécule hautement énergétique puisqu’elle est constituée de multiples
liaisons phospho-anhydres. Le polyP; peut jouer le rdle de substituant de
1’adénosine triphosphate (ATP) dans les réactions kinases, de réservoir de P;,
d’agent chélateur de métaux, de tampon contre les stress alcalins, etc (126). Le
géne ppk est le premier de deux génes organisés en opéron. Ppk est une enzyme
capable de synthétiser le polyP; a partir de I’ATP et vice versa. Le second gene,
ppx, code pour une exopolyphosphatase. L hydrolyse par Ppx est faite a partir
des terminaisons des chaines de polyP;, produisant du P;. La dégradation du
polyP; par Ppx en situation de carence en phosphate peut résulter en la
répression du régulon Pho puisque le P; reldché peut se retrouver dans le
périplasme, ce qui régule 4 la baisse I’activité de Pho (261) (Voir section 2.3, p.

9).

2.2 Lestimulon phosphate

VanBogelen et ses collaborateurs (1996) ont démontré que la variation
des concentrations en phosphate influence grandement le profil du protéome
d’une souche d’E. coli K12 (262). En effet, il a été vu, par analyses en gel 2-
dimensions, qu’une carence en phosphate induit 208 protéines et réprime le
niveau d’expression de 205 protéines. Sur la base que le chromosome de E. coli
contient grossiérement 4000 génes codant pour des protéines, le stimulon

phosphate représente donc environ 10% des génes. Cependant, plusieurs de ces



protéines sont influencées par d’autres conditions environnementales. Ainsi,
plusieurs protéines observées par gel 2-dimensions ne sont pas exclusives au
stimulon phosphate, mais sont sous le contrdle de plusieurs systémes de
régulation a la fois, comme dans la programmation de I’entrée en phase
stationnaire de croissance. Il est donc attendu que plusieurs de ces protéines

fassent aussi partie d’autres stimulons (262).

23 Lerégulon Pho

2.3.1 Généralités sur le régulon Pho

Le régulon Pho a pour fonction [’acquisition et I’utilisation de
différentes sources de phosphate en condition de carence en phosphate. Par
définition, tous les génes d’un régulon sont soumis & un méme contrdle
moléculaire. Les génes du régulon Pho d’E. coli sont sous le contréle du TCS
PhoR/PhoB. L’opéron phoBR code pour ce TCS et est soumis & une régulation
autogéne (272). Les génes du régulon Pho sont organisés en mono et
polycistrons. De fagon générale, les produits protéiques de ces génes sont
impliqués dans 1’acquisition et I’utilisation du phosphate incluant la dégradation
et la synthése de molécules phosphatées. A ce jour, chez E. coli, 47 génes
peuvent étre considérés comme faisant partie de ce régulon (Tableau I) (11, 94,
100, 226, 242, 272). De plus, les recherches récentes sur le régulon Pho ont mis
en évidence des génes Pho-dépendants dont les fonctions se distinguent du role

habituel des génes appartenant & ce régulon (TableauI). L’expression du
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Tableau I : Génes appartenant au régulon Pho d’Escherichia coli ?

Mono et polycistrons

Fonctions

phoBR

pstSCAB-phoU

ugpBAECQ

phnCDEFGHIJKLMNOP

phoApsiF

phoE

phoH
PpSiE
pitB*
yibD

amn

K

iciA

asr

oppABCDF*

dppABCDF*

Systéme & deux composantes controlant
I’expression des génes du régulon Pho
Co-régulateur du régulon Pho ; systéme de
transport spécifique pour le phosphate
inorganique (P;)

Systéme de transport du glycérol-3-phosphate et
de son hydrolyse comme source de P;
Systéme de transport des phosphonates et de
leurs dégradation : voie C-P lyase

Le géne phoA code pour une
phosphomonoestérase alkaline non spécifique
alors que psiF code pour une protéine
périplamique de fonction inconnue

Porine ayant une légére préférence pour les
anions

Protéine liant I’ATP de fonction inconnue
Protéine hydrophobe de fonction inconnue
Systéme de transport du P;

Glycosyl transférase ou inosine triphosphate
diphosphatase ou ribulose-bisphosphate
carboxylase hypothétique. Le géne yibD est
aussi régulé par BasR/BasS en réponse aux
variations de concentration en fer et zinc.
Pourrait avoir un rdle & joue dans la résistance
aux détergents

AMP nucléosidase

Protéine de fonction inconnue

IciA est un régulateur de la famille LysR,
contrdlant les génes impliqués dans le transport
de I’arginine. IciA inhibe P’initiation de la
réplication de par sa liaison a OriC

Protéine de type chaperonne impliquée dans la
tolérance au stress acide

Transporteur de type ABC impliqué dans le
transport d’oligopeptides et dans le recyclage
des peptides de la paroi cellulaire
Transporteur de type ABC impliqué dans le
transport de dipeptides. Similaire au systéme

Opp

* Génes réprimés par I’activation du régulon Pho
*Références : 11, 94, 100, 226, 242, 272
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régulon Pho est inhibée lorsque sa source préférentielle de phosphate, soit le P;,
est en concentration environnementale (périplasmique) non limitante. La
croissance en milieu pauvre en P; résulte en un accroissement de cent fois
I’expression des génes du régulon Pho (235). La concentration seuil de P;
causant I’activation ou la répression du régulon Pho est de 4 uM. Il existe une
transition trés mince entre I’état activé et inactivé du régulon Pho (260). En
situation de carence en phosphate, I’acquisition du P; périplasmique se fait par
le systtme de transport spécifique (Pst) appartenant aussi au régulon Pho.
Aucun géne appartenant au régulon Pho ne semble étre sujet a une régulation
individuelle étant donné qu’aucun géne requis pour I’utilisation d’une source
spécifique de phosphate n’est régulé en réponse a la présence de ce méme
composé. Dans I’héte, les concentrations en phosphate sont généralement non
inductrices pour le régulon Pho. Par exemple, chez le porcelet naissant, les
concentrations plasmatiques de phosphate sont de 1,5 mmol/L alors qu’aprés
deux semaines, elles grimpent a 3,0 mmol/L (280). Cependant, comme il est
montré dans la présente étude, le régulon Pho peut parfois étre activé dans ces
conditions. Ainsi, le régulon Pho pourrait étre induit par d’autres conditions
environnementales. Il est aussi vraisemblable que, lors d’une infection, les
bactéries rencontrent des micro-environnements dans lesquels la concentration

en phosphate est limitante.

2.3.1.1 Organophosphates et phosphonates
Les systémes permettant 1’acquisition des organophosphates chez E.

coli sont: Ugp, GlpT, UhpT et Phn (272). Les génes responsables de la saisie et
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de la transformation des phosphonates, soit les génes de I’opéron phn,
appartiennent au régulon Pho. Le systéme Ugp, aussi sous le contrdle du
régulon Pho, permet 1’acquisition d’un organophosphate, soit le sn-glycérol-3-

phosphate (G3P), comme source de phosphate (220, 272).

2.3.1.2 La phosphatase alkaline PhoA et la porine PhoE

PhoA est une phosphomonoestérase alkaline non-spécifique qui
appartient au régulon Pho. PhoA est une protéine périplasmique. Son
expression peut étre augmentée de mille fois en condition de carence en
phosphate (272). PhoA est une phosphatase trés importante pour la cellule
puisqu’elle rend disponible le P; dont la cellule a besoin pour survivre dans des
environnements ou le phosphate est rare. Son activité est aussi utilisée comme
mesure de ’état d’activation du régulon Pho. Pour sa part, la porine PhoE est
composée d’un trimére d’une protéine de 330 acides aminés. L’association en
trimére s’effectue lors de P’insertion dans la membrane externe (ME). Chaque
monomeére forme un canal constitué de 16 feuillets B-antiparalléles (272). En
situation de carence en phosphate, PhoE est produite en grande quantité et
permet I’entrée dans le périplasme, par diffusion passive, de plusieurs petites
(jusqu’a 600 Da) molécules hydrophiles comme les organophosphates et le P;

(67, 68).

2.3.2 Le systéme de transport spécifique du phosphate (Pst)

2.3.2.1 Les génes pstSCAB-phoU
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Les génes codant pour le systéme Pst, soit I’opéron pstSCAB-phoU, sont
situés a 84 min sur le chromosome. Il a été démontré que cet opéron génére un
seul transcrit polycistronique, clivé de fagon sites spécifiques en différents
ARNm, certains d’entre eux ayant une demi-vie plus courte que d’autres
(Figure 1) (1). L’ARNm correspondant a pstS est le transcrit principal de
’opéron. Une structure palindromique (REP) (« Repetitive Extragenic
Palindromic »), située immédiatement en 3’ du transcrit, permettrait la
stabilisation de celui-ci, puisqu’elle inhibe la dégradation 3’-5°

exonucléolytique (Figure 1) (1, 4, 241).

2.3.2.2 Le transporteur PstSCAB

Chez E. coli et plusieurs autres bactéries 2 Gram-négatif, le systéme Pst
permet le transport unidirectionnel du P; du périplasme vers le cytosol (F igure
2). Ce systéme a haute affinité pour le P; le transporte & faible vélocité (Km =
0,4 pM; Vmax 15,9 nmol de Py/min/mg de protéines) (260, 272). Les protéines
PstSCAB forment un systéme de transport ABC (« ATP binding cassette»)
(279). PstS est une protéine périplasmique associée 4 la membrane interne et lie
le P;disponible avec une grande affinité (Kq est de 1uM). PstS posséde un seul
site de liaison pour le P; et peut transporter les anions HPO4” et HPO* (272).
Le transit du P; vers P’intérieur de la cellule s’effectue grice a deux protéines,
soit PstA et PstC, qui forment un canal dans la membrane interne (MI). PstB est
associée a la MI du c6té cytosolique. Cette protéine, interagit sous forme de
dimére avec PstC (163) et est impliquée dans la libération de I’énergie

nécessaire a la translocation du P; via le canal formé par PstA et PstC.
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Figure 1. Structure génétique du transcrit de I’opéron pst.

En 5° de ’ARNm, la région promotrice de I’opéron pst est montrée avec ses
deux boites Pho recouvrant la région -35 (Voir section 2.3.4, p.20) et la région -
10 (149). Les boucles en épingles a cheveux représentent des structures
secondaires dans I’ARNm. Celles-ci pourraient protéger les transcrits contre les
ribonucléases. La région intergénique entre pstA et pstB contient un promoteur
putatif. Cette méme région est un régulateur positif de la traduction de rpoS
(Voir section 3.5.3.1, p186). Les lignes rouges représentes les transcrits majeurs

de I’opéron pst. Figure adaptée de Aguena et al. (2002)
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PstB posséde un seul motif de liaison & I’ATP (273). L’acquisition du
phosphate par le biais de ce systéme est donc un processus énergétiquement

coliteux nécessitant I’hydrolyse de ’ATP.

2.3.3 Le systtme & deux composantes PhoR/PhoB : domaine et
mécanisme du phospho-relai entre PhoR et PhoB

2.3.3.1 L’histidine kinase PhoR

PhoR est une histidine kinase (HK) de 431 acides aminés qui se localise
dans la MI (Figure 2). PhoR serait susceptible de répondre aux variations de
concentrations périplasmiques en phosphate. Cette HK est constituée de deux
domaines, soit un domaine catalytique et un domaine bi-fonctionnel de
dimérisation et d’auto-phosphorylation. PhoR est ancrée dans la membrane
cytosolique par sa partie N-terminale. Un petit domaine d’environ sept acides
aminés fait face a I’espace périplasmique (273). La majeure partie de PhoR,
incluant la région C-terminale, est située dans le cytosol. Cette partie porte les
domaines catalytiques de la protéine (273). Lorsque les concentrations
périplasmiques en phosphate chutent sous 4 pM, il y a modification
conformationnelle de la protéine PhoR, qui acquiert alors une activité auto-
kinase. Cette activité est ATP dépendante (91). PhoR active s’auto-phosphoryle
sur le résidu histidine conservé (en position 213); puis un phospho-transfert
s’opére, relayant le groupement phosphoryle vers le résidu d’acide aspartique

de PhoB (272).
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Figure 2. Controle du régulon Pho et signaux de transduction
transmembranaire induit par le phosphate inorganique (P;).

Les petits carrés marquent des sites putatifs pour la liaison du P; sur PstS et
PhoR. Annotation: PhoB : régulateur de la transcription des génes du régulon
Pho (régulateur de la réponse (RR); PhoR : protéine senseur et histidine kinase
(HK) (A, autophosphorylée; R, réprimée); PstS : protéine périplasmique liant le
P; avec grande affinité; PstA et PstC : protéines intégrales de la membrane
interne (MI) qui forment un canal permettant le passage du P; vers le cytosol:
PstB : ATPase qui libére 1'énergie nécessaire au processus d’acquisition du P;
PhoU : régulateur négatif du régulon Pho. Voir le texte pour les détails. Figure

tirée de Lamarche M.G., Wanner B.L., Crépin S et Harel J. (2007)
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2.3.3.2 Le régulateur de la réponse PhoB

La protéine PhoB est le régulateur de la réponse (RR) des génes
appartenant au régulon Pho. PhoB est une protéine de 229 acides aminés
composée de deux domaines fonctionnels, soit le domaine receveur (RD) et le
domaine bi-fonctionnel de liaison a I’ADN et de transactivation (DBTD). Le
RD est un domaine de 124 acides aminés situé en N-terminal, alors que le
DBTD, de 99 acides aminés, est situé en C-terminal. Ce dernier est responsable
de la liaison entre PhoB et I’ADN et de la transactivation de la transcription
(26). PhoB est retrouvée sous forme de dimére, prenant une conformation
différente en état activé ou inactivé (9). La phosphorylation survient sur le
résidu d’acide aspartique 53 du RD (272, 274) et nécessite la présente de Mg*
comme co-facteur. Le Mg?" est lié au site actif du RD (229, 230). La liaison du
Mg?* et la phosphorylation de PhoB par PhoR provoquent un changement de
conformation au sein de la protéine (5, 66). Le dimére de PhoB, sous sa forme
phosphorylée (PhoB-P), peut alors interagir avec la sous-unité c"° de ’ARN
polymérase, facilitant ainsi I’initiation de la transcription des génes Pho

dépendants (26, 148, 232, 272).

Lorsque les concentrations en phosphate deviennent non-limitantes,
I’inhibition de I’activation s’effectue de maniére PhoR et Pst-dépendante (91).
Dans cette situation, PhoR n’agit plus comme une auto-kinase, mais comme
une phosphatase responsable de la déphosphorylation de PhoB-P. De plus, en

condition non limitante pour le phosphate, le RD non-phosphorylé de la
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protéine PhoB inhibe ’activité du domaine effecteur (26, 66). Les protéines du
systéme Pst sont aussi nécessaires pour la régulation négative du régulon Pho
(91). La désactivation et la répression de Pho nécessitent donc un exces de P;
extracellulaire et la présence du systéme Pst incluant la protéine PhoU (197)
(Voir la section 2.3.5, p.21, qui traite de la protéine PhoU). Ce mécanisme est
indépendant du transport du P; fait par Pst (235). PhoB ne fait pas partie du
complexe de répression (273). Le mécanisme de désactivation et de répression
s’opére probablement par le biais d’interactions protéine-protéine entre
Pst/PhoU et la protéine PhoR (235). Encore aujourd’hui, les mécanismes exacts

d’activation et de répression du régulon Pho ne sont pas connus.

2.3.3.3 Modeéles moléculaires d’activation et de répression du régulon
Pho

Deux modeéles théoriques pour I’activation et la répression du régulon
Pho étaient considérés jusqu’a tout récemment, soit le modéle stoechiométrique
et le modele par sites de liaison du P;. En effet, des données récentes pourraient
modifier ces modéles. Il est intéressant de les décrire briévement puisqu’ils

peuvent toujours expliquer en partie le phénoméne.

Dans le modele stoechiométrique d’activation et de répression du
régulon Pho, lorsque la concentration environnementale en P; est élevée, PstS
serait saturé a I’équilibre par le P; périplasmique. PhoR serait en contact avec le
systéme Pst sous sa forme réprimée. Lorsque les concentrations en P; sont

inférieures a 4 pM, la forme P; libre de PstS induirait probablement un
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changement de conformation dans Pst. Ceci provoquerait la dissociation de
PhoR, qui deviendrait active. PhoR pourrait ou non étre sous forme de dimere

ou d’oligomére dans sa forme activée ou désactivée (273).

Dans le modéle d’activation et de répression du régulon Pho par les sites
de laisons du P;, PhoR serait toujours en association avec le systéme Pst. En
condition non-limitante pour le phosphate, PstS et PhoR seraient saturées a
I’équilibre par le P;. La répression du régulon Pho se produirait lorsque les deux
sites sont occupés. En condition de carence en phosphate, le P; lierait
préférentiellement PstS de par sa plus grande affinité pour celle-ci. Dans cette
situation, PhoR serait donc sous sa forme active (273). La proximité de PhoR et
PstS permettrait donc la compétition pour le P;. Comme présenté a la Figure 2,
la désactivation est la transition entre I’état d’activation et I’état de répression
du régulon Pho. En plus de Pst et de PhoR, la désactivation et la répression du
régulon Pho nécessite aussi la présence de la protéine PhoU. Le rdle de cette

protéine est présenté plus en détails 4 la section 2.3.5, p. 21.

2.3.3.4 L’activation continue du régulon Pho chez les mutants Pst

Le systéme Pst est présent dans les cellules sauvages en condition non-
limitante pour le phosphate en raison d’un taux basal d’expression. Cette
observation simple est faite sur la base qu’une mutation dans pstSCAB-phoU
affecte le controle du régulon Pho (235). Chez E. coli et plusieurs autres
bactéries, des mutations dans 1’opéron pst-phoU résultent en ’activation

continue du TCS PhoR/PhoB, peu importe la concentration environnementale
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en phosphate. Les mécanismes pouvant expliquer ce phénoméne ne sont pas
encore connus. Une mutation non-sens en N-terminal dans la protéine PstA
résulte en la dérepression partielle du régulon Pho (environ 10%) (45, 287).
Cette mutation abolit le transport spécifique du P;. Ainsi, la répression du
régulon Pho semble nécessiter une conformation particuliére au sein des
protéines du systéme Pst, probablement pour permettre des interactions avec
PhoR. Le transport du P; en soit n’est pas important pour le contréle du régulon
Pho. Chez des mutants Pst d’E. coli, il n’y a pas de répression partielle du
régulon Pho en condition non limitante pour le phosphate, contrairement a
certaines autres espéces bactériennes comme Pseudomonas aureofaciens. En
effet, ces derniéres démontrent, malgré des défauts de répression de Pho, une

réduction de I’expression de ce régulon (163).

2.3.4 Les boites Pho

Les geénes appartenant au régulon Pho possédent des sites de
reconnaissance de la protéine régulatrice PhoB appelés boites Pho (« Pho
box »). En effet, ces génes ont une ou plusieurs boites Pho situées en amont du
codon d’initiation, & laquelle ou auxquelles PhoB-P se fixe avec grande affinité
(272). De fagon générale, cette séquence remplace la région -35 du promoteur
(232) et se termine 10 paires de bases (pb) en amont de la région -10 du
promoteur (262). Les génes inhibés par PhoB-P ont une boite Pho en amont ou
recouvrant la région -35. Cependant, les sites de liaison de PhoB-P 4 ’ADN
dans les cas de régulation négative ne sont pas caractérisés (100, 226, 288). Une

boite Pho est définie par la séquence consensus:  5’-
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CTGTCATA(A/T)A(T/A)CTGTCA(C/T)-3°(272). Celle-ci se décrit comme
étant deux séquences répétées directes et séparées par 4 pb constituant une
région AT-riche. Une boite Pho pourrait en fait étre composée de 22 pb avec
deux répétitions de 11 pb. Les 4 demiéres pb de la deuxiéme répétition
semblent étre moins conservées, ce qui explique qu’elles ne sont pas souvent
identifiées comme faisant partie de la boite Pho (26). Chaque sous-unité DBTD
de PhoB reconnait une séquence répétée sur le brin d’ADN correspondant a
exactement un tour d’hélice (11 pb) (66). On croit que plusieurs boites Pho
augmenteraient I’affinité¢ de PhoB vis-a-vis des génes ayant des boites Pho

moins conservées (26).

2.3.5 Laprotéine PhoU

Le géne phoU est le plus distal de la partie 5° de ’opéron pst. PhoU est
une protéine cytosolique associée a la MI et son role n’est pas encore bien
décrit. PhoU est un régulateur négatif du régulon Pho et ne participe pas au
transport du P; (1, 91, 235). PhoU est probablement localisée a la face interne
de la membrane cytosolique et interagirait avec PhoR ou le systéme Pst (165,
273). Oganesyan et ses collaborateurs (2005) ont suggéré que PhoU pourrait
agir en liant PhoR, PhoB ou le complexe transitoire PhoR/PhoB pour ainsi
promouvoir la déphosphorylation de phospho-PhoB ou inhiber la formation du
complexe PhoR/PhoB (174). Pour étre active, la protéine PhoU pourrait lier le
fer comme co-facteur (138). Comme expliqué par les modéles d’activation et de
répression, il est probable que la fixation du P; & PstS engendre des

changements de conformation au sein des protéines du systéme Pst. Ces
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changements pourraient affecter la fonction de PhoU qui pourrait alors agir sur
PhoR ou PhoB pour désactiver et inhiber le TCS PhoR/PhoB (269). PhoU
pourrait &tre un répresseur ou une sous-unité d’un répresseur pour PhoB ou une
enzyme de conversion du phosphate en effecteur activant un répresseur de
PhoB (165). Ainsi le transporteur Pst et PhoU sont des régulateurs négatifs du
régulon Pho (232, 272). En plus de son rdle dans la régulation négative de
PhoR/PhoB, il a été proposé que PhoU pourrait aussi étre impliquée dans le
métabolisme du phosphate, en ayant par exemple un rdle a jouer dans la
synthése de I’ATP (235). L’association entre une telle enzyme et le systeme Pst
serait en effet avantageuse pour permetire la survie de la cellule en situation de
carence en phosphate. PhoU pourrait aussi étre impliquée dans la synthése
d’autres molécules phosphatées ou dans D’incorporation du P; dans le

métabolisme central de la cellule (165, 235).

2.3.6 Les systémes Pit et autres sytémes pour I’acquisition du P;

PitA est un systéme uniprotéique impliqué dans le transport du P; (Pit :
P; transport) et est exprimé de fagon continue. PitA est un transporteur de faible
affinité et de grande vélocité (Km = 38,2 pM; Vmax 55 nmol de P/min/mg de
protéines) (260, 272). En condition non limitante pour le phosphate, le P; est
transporté par PitA alors que Pho est réprimé (235). Il existe un deuxiéme
systéme Pit pour le transport du P;, soit le systéme uniprotéique PitB (100, 106).
Ce dernier posséde une homologie de séquence de 75% avec pit4. Le géne pitB,
contrairement  pitA, est influencé par Pho. L’inactivation de phoBR entraine la

prise du P; par PitB (100). En plus de PitA, de PitB et du systeme Pst, les
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systémes Glp et Uhp peuvent aussi accepter le P; (faible affinité) comme
analogue du G3P ou du glucose-6-phosphate (G6P) respectivement. Cependant,
en absence de Pit et Pst, ces systémes seuls ne peuvent supporter la croissance
bactérienne. Finalement, I’absence de PitA n’a pas d’effet sur la croissance

bactérienne, sur le P; intra-cellulaire ou sur la régulation du régulon Pho (272).

Par ailleurs, le systéme PitA permet le transport de complexes métal-
phosphate (Mg?*, Ca?*, Mn**, Zn** et Co”" sous forme de métal-HPO4) neutres
et solubles (20) & travers la membrane cytoplasmique et est dépendant de la
force proton-motrice (100). Ainsi, PitA a probablement un rdle a jouer dans la
détoxification de la cellule lorsque les concentrations en ions métalliques
toxiques sont trop élevées (20). Lorsque le P; est reliché des réserves
intracellulaires de polyP;, grace a I’activité de la polyP; phosphatase Ppx, le P;
ainsi rendu disponible est subséquemment lié aux cations toxiques et évacué de

la cellule par le biais du systéme PitA (20).

2.3.7 Réflexion sur les mécanismes de controle du régulon Pho

Les modeles d’activation et de répression expliqués ci-dessus pourraient
ne pas étre tout a fait justes a la lumiére de résultats obtenus récemment. En
effet, en observant les clones Pst, PhoU, PhoB et PhoR, de la collection ASKA

(http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/strain/top/top.jsp) en microscopie confocale,

il a été observé que PhoU et PhoR sont localisées aux pdles cellulaires, alors
que le systéme Pst est distribué uniformément tout autour de la cellule (Figure

3).
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Figure 3. Images de microscopie confocale obtenues de différents clones de
la collection ASKA (« A Complete Set of E. coli K-12 ORF Archive ») (123).
(A et B) Clones exprimant la GFP en fusion protéique avec PhoB et PstB
respectivement. La distribution uniforme de ces deux protéines est visible. Les
clones ASKA PstS, PstC et PstA montrent une localisation similaire a celle de

ces clones (http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/strain/top/top.jsp). (C et D)

Clones exprimant la GFP en fusion protéique avec PhoR et PhoU

respectivement. Leur localisation aux pdles cellulaires est bien visible.
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La co-localisation de PhoU et PhoR appuie le role de PhoU comme
régulateur négatif du régulon Pho qui agirait via une interaction avec PhoR.
Chez Bacillus subtilis, le domaine cytoplasmique de PhoR est suffisant pour
I’induction du régulon Pho en condition de carence en phosphate (223). Il
pourrait en étre de méme chez E. coli. Ainsi, le petit domaine périplasmique de
PhoR n’agirait pas comme senseur du P;. Par ailleurs, il a été observé par fusion
protéique utilisant la p—galactosidase, que I’expression de phoU est élevée pour
les cellules en phase exponentielle de croissance, alors qu’elle diminue lors de
Ientrée en phase stationnaire de croissance (165). Ainsi, le géne phoU pourrait
également étre soumis & une régulation autogéne, c'est-d-dire que PhoU agirait
comme un régulateur de sa propre transcription (165). En accord, il y a
augmentation de I’expression de PhoU chez les mutants phoB en condition non
limitante pour le phosphate (165), ce qui suggére que PhoB n’est pas le seul
régulateur de phoU. La région génétique de régulation du géne phoU pourrait
étre localisée dans la région intergénique entre pstd et pstB ou a l’intérieur de
pstB (Figure 1). Par ailleurs, 1’état d’activation continue du TCS PhoR/PhoB
chez les mutants pst n’est pas la conséquence d’une diminution de la
concentration intracellulaire en phosphate, puisque cette derniére est maintenue
par des systémes secondaires comme le systtme PitA. Cependant, il a été
observé que I’activation continue observée chez un mutant pstS pouvait étre
restaurée en augmentant ’activité des transporteurs uniprotéiques PitA et PitB.
Le role précis du phosphate intracellulaire dans I’activation du régulon Pho

reste donc a4 découvrir (107). Le P; pourrait moduler I’activit¢ de PhoU ou
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servir de substrat pour la synthése d’un composé important pour la régulation

du régulon Pho (107).

2.3.8 La régulation croisée entre les TCS

PhoB peut étre phosphorylée par d’autres HK ou molécules
bioréactives, en conséquence d’un phénoméne nommé « cross-talk ». Le
« cross-talk » est défini comme étant le transfert de groupements phosphoryles
d’une HK vers un régulateur de réponse non-légitime (ou non-analogue) (263).
Dans certaines conditions, la molécule bioréactive acétyl-phosphate (293) et la
protéine CreC, régulateur catabolique, peuvent activer PhoB en absence de
PhoR (235, 275). L’activation de PhoB par I’acétyl-phosphate pourrait
également nécessiter 1’activité d’une HK non-légitime (122). La diminution du
ratio ATP/acétyl-phosphate méne a Dactivation du régulon Pho (273).
CreC/CreB contrdle le régulon Cre composé de huit unités transcriptionnelles
incluant ackAd-pta, une voie bidirectionnelle de conversion du pyruvate en ATP,
produisant I’acétyl-phosphate comme produit intermédiaire (7). Curieusement,
cette voie métabolique appartient au régulon Pho chez Sinorhizobium meliloti
(240). En absence de PhoR, CreC peut phosphoryler PhoB, ce qui résulte en
Pactivation partielle du régulon Pho. Aussi, plusieurs autres génes affectent
I’état d’activation du régulon Pho en absence de PhoR (cya, icd, mdh, ops, ppk,
pstHI, rpid, pur, etc.) (273). 1l est probable que ces génes influencent 1’état
d’activation du régulon Pho via Cre et la voie de biosynthése de I’acétyl-
phosphate puisqu’ils sont, pour la plupart, connectés au métabolisme central de

la cellule. Chez B. subtilis, la protéine CcpA (« carbon catabolite protein A »)
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agit comme régulateur négatif du régulon Pho en situation d’excés de phosphate
et de certaines sources de carbone (187). Comme il a été observé pour E. coli,
plusieurs indices suggérent une relation entre Pho et le métabolisme du

carbone. Cependant, un lien direct n’a toujours pas été établi.

2.3.9 Importance biologique du « cross-talk »

La connexion entre les différents domaines impliqués dans les phospho-
transferts d’une voie en particulier est beaucoup plus importante que la
connexion entre des voies signalétiques non-analogues (« non-cognate ») (263).
C’est pourquoi, dans le cas du TCS PhoR/PhoB, la phosphorylation par CreC
par exemple, n’est significativement mesurable que lorsque PhoR est absent.
Malgré cela, la signification biologique de tels phénoménes n’est pas a négliger
puisqu’ils peuvent contribuer a [Dactivation stochastique de I’expression
génique (voir section suivante : 2.3.10). Des études récentes ont démontré
qu’au moins 6 HK non-analogues (QseC, ArcB, CreC, KdpD, BaeS et EnvZ)
peuvent activer PhoB en absence de PhoR et d’acétyl-phosphate (Figure 4) (71,
92, 122, 169, 263, 270, 273-276, 289, 303). Ces régulateurs appartiennent a la

famille OmpR-PhoB composée de 14 membres.

2.3.10 Activation stochastique de I’expression génique

L’activation stochastique de I’expression génique est un phénoméne se
produisant naturellement dans une cellule. Ce phénomene est aussi appelé bruit
de fond de I’expression génique. L’observation de 1’état d’activation du régulon

Pho a I’échelle des cellules individuelles, utilisant la GFP (« green fluorescent
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Figure 4. Activation de PhoB par des histidines kinases (HK) non
analogues. Les ovales blancs représentent des HK qui activent fortement PhoB,
c’est-a-dire que la régulation croisée entre celles-ci et PhoB survient méme en
présence des RR analogues. Les ovales gris représentent des HK qui activent
PhoB seulement en absence de leur RR analogue. Figure tirée de Zhou L,

Grégori G, ef al. (2005).
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protein ») comme geéne rapporteur lors d’analyses par FACS (« Fluorescent
Activated Cells Sorting »), a révélé une activation « tout ou rien » du régulon
Pho (199, 303). Ainsi, une proportion de cellules d’E. coli restent non-induites
méme en présence du signal d’activation. Il ne semble donc pas y avoir
d’activation graduelle du régulon Pho. L’activation stochastique du régulon Pho
se produit aussi en conséquence de I’activation de PhoB par PhoR (Zhou et
Wanner, données non publiées). Les facteurs déterminant le seuil d’activation
du régulon Pho sont inconnus. Il est probable que les HK et les RR,
phosphorylés ou non, ainsi que d’autres facteurs contribuent au phénoméne
d’activation seuil (303). La régulation autogéne du TCS PhoR/PhoB doit
contribuer au comportement stochastique de 1’expression du régulon Pho. Ces
phénomenes favorisent I’émergence de phénotypes multiples et stables au sein
d’une population bactérienne génétiquement identique. Ils favorisent aussi la
propagation et 1’auto-amplification du bruit de fond au sein des génes situés en
aval dans la chaine de régulation (199, 227, 272). L’activation stochastique de
I’expression génique est donc un phénomeéne impliqué dans l'apparition de
sous-populations clonales pouvant avoir un fitness plus grand pour de nouvelles
niches écologiques, mais aussi pour permettre la survie a4 des stress
environnementaux subis. Le bruit de fond génique est donc un phénoméne de
sélection naturelle important pour la survie des pathogénes dans

I’environnement, mais aussi a I’intérieur de 1’héte.

3. La paroi des bactéries a Gram-négatif



f /-‘_\n

30

3.1  Structure globale de ’enveloppe des bactéries 2 Gram-négatif

La paroi des bactéries 4 Gram-négatif est une barriére a perméabilité
sélective, trés efficace pour protéger la bactérie contre les nombreux stress
pouvant étre rencontrés dans I’environnement et dans 1’hdte (167). Cette paroi
est d’une complexité remarquable (Figure 5). Globalement, elle est composée
d’une membrane interne (MI) et une externe (ME), celles-ci étant séparées par
I’espace périplasmique. Le périplasme contient un mince réseau de
pepdidoglycan donnant a la fois résistance et forme a la cellule bactérienne. La
ME est composée d’un feuillet interne essentiellement composé de
phospholipides, majoritairement de phosphatidyléthanolamine, et d’un feuillet
externe composé principalement d’un glycolipide complexe: les
lipopolysaccharides (LPS) (191). La partie membranaire des LPS est nommée
lipide A et est aussi connue sous I’appellation d’endotoxine. Le lipide A sert
d’ancrage dans la ME au reste de la molécule de LPS. Ces caractéristiques font
de la ME une bicouche lipidique asymétrique. Le reste de la molécule de LPS
est composé d’une chaine saccharidique plus ou moins longue projetée dans le
milieu extracellulaire. Les LPS couvrent environ 75% du feuillet externe de la
ME et il y a environ deux millions de molécules de lipide A dans une cellule de
E. coli (256). Plusieurs types protéiques sont insérés dans la ME, soit
intégralement ou partiellement, i.e. les protéines de la ME (OMP : « outer-
membrane protein »). En effet, le reste de la surface bactérienne est
principalement occupé par les porines (256). Ces derniéres forment des canaux
nécessaires a I’import et 4 I’export de différents éléments ou composés

possédant une taille inférieure & environ 600 Da. Aussi, les lipoprotéines de
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Braun font le pont entre le peptidoglycan et le feuillet interne de la ME,
contribuant a la stabilité et a la robustesse de la cellule. Pour leur part, les deux

feuillets de la MI sont composés de phospholipides et de protéines (Figure 5).

3.2  Les lipopolysaccharides (LPS)

3.2.1 Structure globale des LPS

Les LPS sont divisés conceptuellement en trois parties : le lipide A, le
noyau oligosaccharidique, en position proximale au lipide A et la chaine
saccharidique aussi nommée chaine O ou antigéne O (Figure 5) (38). Le noyau
du LPS est attaché de fagon covalente au lipide A et peut étre & son tour divisé
en deux parties, soit le noyau interne et le noyau externe (Figure 5). Le noyau
interne est composé d’acides 3-kéto-déoxy-D-manno-octulosoniques (KDO) et
des molécules de L-glycéro-D-manno-heptose. Le noyau interne est
phosphorylé et est conservé parmi les Enterobacteriacae. Le noyau externe est
quant a lui variable. L’antigéne O consiste en une chaine plus ou moins longue
d’unités répétées de sucres. Cette chaine peut varier en longueur de 1 a 40
unités de sucres et chaque unité peut étre composée de 3 a 12 sucres individuels
(191). Chez E. coli, il existe environ 170 différents types d’antigénes O.
L’antigéne O est une molécule hydrophile, neutre ou acide et qui est
typiquement chargée négativement. Les membres de la famille des
Enterobacteriacae possédent aussi un glycolipide de surface unique nommé
antigéne commun des entérobactéries (ECA). L’ECA est composé d’une sous-

unité tri-saccharide (a-D-Fuc4NAc (-1-4-) B-D-ManNAc (-1-4-) a-D-GlcNAc)
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Figure 5. Structure de ’enveloppe cellulaire des bactéries 3 Gram-négatif.
Les différentes composantes structurales de la Ml, de la ME et du périplasme
sont montrées. Noter la structure des lipopolysaccharides (LPS), composés du
lipide A, du noyau interne et externe et d’unités répétées de sucres (antigéne-

O). Voir le texte pour la description. Figure adaptée de Raetz et al. (2007).
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répétée liant le phosphodiacylglycérol et le noyau des LPS et des

oligosaccharides (16).

Les LPS sont un facteur de protection important contre les différentes
molécules antimicrobiennes rencontrées dans 1’hote (Voir section 4, p.39) et
peuvent contribuer a la pathogénie de I’infection via leurs effets sur la réponse
inflammatoire et immunologique de I’hote (Voir section 3.2.3, p.34). Ceux-ci
rendent la surface cellulaire plus hydrophile, ce qui protége la cellule contre la
déshydratation (16). Les LPS participent a la modulation de la perméabilité
membranaire et contribuent par le fait méme a bloquer I’accés aux molécules
antibactériennes (256). De plus, les LPS peuvent bloquer physiquement
différentes  molécules  antimicrobiennes puisqu’ils  provoquent un
encombrement stérique a la surface de la cellule bactérienne. Les LPS protégent

contre la phagocytose et augmentent la diversité antigénique (16).

3.2.2  Le lipide A : structure prototype du lipide A chez E. coli et
Salmonella Typhimurium

Le lipide A est conservé entre les différentes souches de E. coli (Figure
6). Il s’agit d’une molécule hydrophobe constituée d’un squelette de
glucosaminyl-B(1—6)-glucosamine dans lequel les résidus glucosamines sont
phosphorylés par un groupement phosphomonoester 4 la position 4’ et par un
groupement phosphoryl a la position 1 (191). Cette structure bis-phosphorylée
est présente dans deux tiers des molécules de lipide A, alors que le tiers restant

des molécules possédent un groupement pyrophosphate en position 1, donnant
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liew & une molécule de lipide A tris-phosphorylée. Quatre chaines B-
hydroxymyristates sont liées directement au squelette glucosamine aux
positions 2, 3, 2° et 3°, tandis que deux chaines sont estérifiées a ’extrémité
non-réductrice des résidus myristates 2’ et 3°. Toutes les souches de E. coli
possedent le lipide A et au moins deux résidus KDO dans la région du noyau du
LPS, puisque ceux-ci sont essentiels au maintien de ’intégrité de la membrane

externe (Voir section 3.2.3, p.34 et 3.3.3, p.175).

3.2.3 L’activité immunostimulatrice du lipide A

Le lipide A est aussi appelé endotoxine a cause de sa nature pyrogéne et
sa capacité a causer des chocs septiques lors d’infections bactériennes (2). Le
lipide A initie des cascades de médiateurs de I’inflammation chez I’héte. 1 lie
une protéine de phase aigué présente dans le sérum (LBP; LPS-binding
protein). Cette liaison facilite le transfert du complexe LBP-lipide A vers les
CD14. CD14 est une glycoprotéine de surface trouvée sur les macrophages, les
monocytes et les neutrophiles. Il existe aussi une forme soluble de CD14
présente dans le sérum (191). Le domaine N-terminal de CD14 semble étre le
site de liaison aux LPS et est suffisant pour induire la réponse cellulaire (191).
Subséquemment, le complexe, CD14-lipide A interagit avec MD2 et TLR4. Il y
a alors cascade signalétique intra-cellulaire impliquant différentes MAP
(« mitogen activated protein ») kinases et MKK (« MAP kinase kinase ») (191).
Ceci résulte en la translocation de NF-kf (« nuclear factor-xp ») dans le noyau

cellulaire et I’activation subséquente des génes impliqués dans la réponse
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Figure 6. Structure du Kdo,-lipide A chez E. coli K-12 et Salmonella. Les
modifications covalentes du lipide A pouvant se produire chez ces especes
bactériennes sont aussi présentées. Dans certaines conditions, les groupements
L-Ara4N et phosphoéthanolamine peuvent aussi €tre retrouves en position 1 et
4" respectivement. Des variants du lipide A avec deux molécules de L-Ara4N
ou de phosphoéthanolamine existent aussi. Un groupement diphosphoryle peut
aussi occuper la position 1. Voir le texte pour les détails. Figure adaptée de

Raetz ef al. (2007)
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inflammatoire, comme ceux impliqués dans la biosynthese de TNFa, IL-1, 6 et
8, des radicaux oxygénes et de prostaglandine. Certains des médiateurs
cellulaires ainsi produits peuvent amplifier leur propre synthese. A
concentration sanguine élevée, les lipides A engendrent donc une amplification
de la réponse immunitaire. Les symptomes sont la fievre, la coagulation,
I’hypotension et peuvent engendrer un choc irréversible menant a la mort (159).
La structure du lipide A est un facteur clé de son pouvoir immunomodulateur.
En effet, la modification de sa structure peut atténuer grandement son caractere

pyrogene.

3.2.4 L’importance des LPS pour la stabilité de la membrane externe

La charge négative des LPS permet la capture d’ions cationiques. Ce
phénoméne est essentiel au maintien de I’intégrité de la surface bactérienne. Les
résidus phosphates des noyaux internes et des molécules de lipide A lient les
cations divalents (267, 295, 296). 1l en résulte la création de pontages croisés
entre les molécules de LPS favorisant la stabilité de la ME et le maintien de son
intégrité (167, 168, 257). Pour cela, le noyau est requis pour améliorer la

capacité de la ME a agir comme barriére aux antibiotiques.

3.3  La capsule ou antigénes K
Les antigénes K sont des polyméres acides entourant la cellule
bactérienne. Ils sont constitués d’unités oligosaccharides répétées variant dans

leurs compositions, embranchements et densité de charge (166). Les capsules
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polysaccharidiques (CPS) masquent les LPS en analyses sérologiques. Chez E.
coli, on distingue les différents types de CPS en quatre catégories (285) selon
des critéres physiques, chimiques et génétiques. La majorité des souches d’E.
coli possédent les génes codant pour la capsule du groupe 1 qui est caractérisé
par la présence d’acide colanique, tandis qu’un petit groupe possede les CPS du
groupe 2,3 ou 4. Les goupes 2 et 3 sont les plus souvent associés aux souches
d’E. coli pathogénes. Une souche peut exprimer a la fois des antigénes CPS de
différents groupes. Il est possible de distinguer plus de 80 types capsulaires

sérologiquement et chimiquement distincts (215).

3.3.1 Les capsules polysaccharidiques de groupe 1 et 4

Les capsules de groupe 1 (e.g. K27, K29 et K30) peuvent étre retrouvées
sous deux formes distinctes, soit la forme d’antigéne K de haut poids
moléculaire (> 100 kDa), soit sous la forme K;ps de faible poids moléculaire
(285). Ces deux types de CPS sont de méme composition. Les CPS de groupe 1
sont acides en conséquence de leur composition en pyruvate et acide
hexuronique. Elles possédent une faible densité de charge et sont stables a
100°C. Le Kyps est un oligosaccharide d’une ou de quelques unités répétées
attachées a la membrane externe par une molécule de lipide A. L’ancrage
membranaire de la forme de haut poids moléculaire n’est pas encore connu. La
majorité des souches EXPEC sont capables de produire la capsule de groupe 1.
Cette derniére n’a pas été démontrée comme étant importante dans la

pathogénie de ces souches. Cependant, les EXPEC co-expriment souvent une
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capsule de groupe 2 ou 3 (Voir section suivante: 3.3.2), qui elles sont
importantes dans la pathogénie bactérienne (215). Les capsules de groupe 4
peuvent se retrouver sous les mémes formes que celles du groupe 1 (e.g. O111
et K40). Elles ont cependant été classées séparément puisque les génes associés
au transport et a I’assemblage des CPS sont différents de ceux des CPS du

groupe 1 (215).

3.3.2 Les capsules polysaccharidiques de groupe 2 et 3

Les CPS des groupes 2 et 3 sont rattachées a la cellule via des molécules
d’a-glycérophosphate. Ces capsules possedent une forte charge négative, sont
hautement hydrophiles et possédent un poids moléculaire d’environ 50 kDa
(285). Les CPS des groupes 2 (e.g. K1 et KS) et 3 (e.g. K10, K54) peuvent étre
composées de plusieurs molécules acides tel que I’acide hexuronique, I’acide
N-acétyl neuraminique (acide sialique) et 1’acide glucuronique. Ces capsules
ont une plus grande densité de charge et ne sont généralement pas stables a
100°C a pH 5-6. Il semble y avoir une prévalence de ces deux types de capsules
chez les ExPEC. 1l a été démontré que certaines combinaisons de CPS des
groupes 2 et 3 et LPS engendrent un phénotype de résistance contre la

phagocytose et I’effet bactéricide du complément (215).
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4. Trois stress que la bactérie peut rencontrer chez I’hdte :
les mécanismes de résistance dus aux structures de la
surface bactérienne

4.1  Effet bactériolytique du sérum

La résistance a I’effet bactériolytique du sérum, c’est-a-dire aux voies
alterne et classique du complément (Figure 7) (120), est multifactorielle et
dépend des structures de la surface bactérienne comme les LPS et les CPS (48,
248). Aussi, les effets combinés des LPS et de certaines OMP sont en
corrélation avec la capacité d’une souche d’E. coli a causer la septicémie et la
mort (129) puisqu’ils favorisent la résistance a ’effet bactéricide des voies

alterne et classique du complément.

4.1.1 La capsule et la résistance a effet bactériolytique du sérum

La CPS agit comme premiére barriére physique contre les facteurs
hostiles de ’environnement. La capacité de la CPS a bloquer I’accession de ces
facteurs a la ME est dépendante de sa grosseur et de sa distribution. De plus, de
par leur composition apparentée aux molécules retrouvées chez I’hdte, certaines
capsules, comme celles composées d’acide sialique, ne sont que faiblement
reconnues par le systéme immunitaire. Par exemple, la capsule K1 ne semble
pas lier fortement le facteur du complément C3b. Ce mécanisme est nommé
mimétisme. De plus, I’acide sialique favorise aussi la liaison du facteur H plutot

que du facteur B, ce qui favorise la conversion de C3b en molécule inactivée.
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Figure 7. Activation du systéme du complément. Le complément peut étre
activé par le biais de trois voies distinctes : la voie classique, alterne et par les
lectines. Le facteur B est clivé par le facteur D et agit comme I’élément C2 de
la voie classique pour produire les C3 et C5 convertases. Le facteur P ou
properdine stabilise les convertases de la voie alterne. Le point commun des
voies d’activation du complément est la formation des convertases. Celles-ci
produisent les anaphylatoxines C3a et C5a, le complexe d’attaque membranaire
(MAC; C5b-C9) et I’opsonine C3b. Les anaphylatoxines agissent comme des
chemokines, des chemoattractants et des activateurs de cellules
immunocompétentes. Le MAC induit directement la lyse cellulaire. L’opsonine
C3b induit I’adhérence immunitaire et la phagocytose des pathogénes. Elle
provoque aussi une boucle a rétro-action positive au sein de la voie alterne du
complément. MASPs: « mannose binding lectin (MBL)-associated serine

protease ». Figure adaptée de Kemper et Atkinson (2007).
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4.1.2 Les LPS et la résistance a l’effet bactériolytique du sérum

E. coli peut résister a 1’effet bactéricide du complément par substitution
de I’antigéne O des LPS. En effet, ’efficacité de la fixation des molécules du
complément dépend de la nature des sucres qui composent le LPS (156). Par
exemple, I’antigéne O18 lie moins bien la protéine du complément C3b
comparativement a d’autres sérogroupes comme Ol. Aussi, les souches
possédant une chaine O plus longue, sont plus résistantes a I’effet bactéricide
du complément que les souches ne possédant pas de chaine O (113). La
distribution et la densité des chaines O sont des facteurs importants pour la
résistance aux molécules du complément puisqu’elles déterminent
I’encombrement stérique a la surface cellulaire (82). Ces facteurs interférent
avec la formation de la cascade humorale du complément et du complexe
d’attaque membranaire (MAC). Le MAC est un complexe de protéines
amphiphiliques capable de s’insérer dans la membrane externe des bactéries a
Gram-négatif. Cette insertion résulte en la dissipation du potentiel
électrochimique et en la lyse cellulaire. Les LPS peuvent donc nuire a la
formation du MAC par entrave physique ou en affectant la configuration de la
formation de ce dernier. Comme vu précédemment, les chaines acyles
composant le lipide A sont déterminantes pour la perméabilité membranaire.
Celles-ci déterminent aussi la fluidité du feuillet externe de la ME. De fagon
générale, plus il y a d’acides gras insaturés (UFA), plus la membrane est fluide.
Une grande fluidité contribue a la sensibilité aux molécules du complément

(286).
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4.1.3 Les protéines de la membrane externes (OMP) et la résistance
a Deffet bactériolytique du sérum

Parmi, les protéines de la membrane externe (OMP) connues pour étre
impliquées dans la résistance a I’effet bactéricide du complément, les protéines
Iss (72, 109, 171) et TraT (172, 184), souvent encodées sur un plasmide ColV
ou F, sont effectivement trés souvent associées a ce phénotype de résistance.
Les mécanismes d’action sont peu connus, mais il semblerait que ces protéines
seraient impliquées dans I’inhibition de la formation du MAC plutét que dans la
dégradation des composantes du complément. De fagon similaire, le géne bor
du phage A augmente la résistance a I’effet bactéricide du sérum (13). Ce geéne
est homologue 4 93% avec le géne iss de ColV. Finalement, les OMP des
bactéries 4 Gram-négatif, comme la porine PhoE (Voir section 2.3.1.2, p.12),
sont intimement associés avec les LPS, ce qui participe & la cohésion de la
surface cellulaire et 4 I’entrave des molécules du complément pour }’accession

vers la ME.

4.2  Les peptides cationiques antimicrobiens (CAMP)

4.2.1 Ou retrouve t-on les CAMP?

Les CAMP sont présents dans toutes les spheres de la vie. En effet, ils
sont présents chez les mammiféres, les amphibiens, les insectes, les crustacés,
les oiseaux, les plantes, les bactéries et les virus. Chez I’homme et les autres
mammiféres, les CAMP représentent environ 10-18% de toutes les especes
protéiques au sein des granules des neutrophiles, ces derniers ayant un role

essentiel dans la réponse immunitaire innée contre les micro-organismes et dans



# \n

43

la réponse inflammatoire. Les neutrophiles contiennent un grand éventail de
peptides ayant des fonctions antimicrobiennes comme les protéines
« bactericidal/permeability-increasing », les lysosymes, les lactoferrines, les
défensines, les indolicidines et les cathélicidines (44, 76, 195). Les CAMP sont
aussi présents dans les cellules de Paneth. Plusieurs autres types cellulaires
synthétisent des CAMP comme les cellules épithéliales et les leucocytes (B-

défensines) (95).

4.2.2 Propriétés des CAMP : structure et composition

Les CAMP ont une charge nette positive variant entre +2 et +7 due a
leur composition riche en arginines et en lysines et sont formés de 12 a 50
acides aminés en moyenne (96). Les CAMP sont des molécules amphipathiques
possédant une face hydrophobe, comprenant une chaine d’acides aminés
latérale non-polaire et une face hydrophile de résidus polaires chargés
positivement. La plupart des CAMP ont au moins 50% d’acides aminés
hydrophobes et une faible proportion de résidus polaires et neutres ou

négativement chargés (96).

4.2.3 Mécanismes d’action et effets sur I’héte et sur le pathogéne

La nature a la fois cationique et hydrophobe des CAMP est trés
importante pour les premicres interactions avec les membranes : la charge
positive promouvoit les interactions avec les membranes cytoplasmiques

externes des bactéries, tandis que 1’augmentation du moment d’hydrophobicité
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(une mesure de ’amphiphilicité d’un segment d’une protéine), engendre une
augmentation des liaisons des peptides sur la membrane. La premiére étape est
I’interaction des polycations avec les cations divalents natifs Mg2+ ouCa**ala
surface de la membrane externe. Ceci produit le déplacement compétitif de ces
derniers. C’est alors que les CAMP s’accumulent et I’agglomération devient de
plus en plus grosse, ce qui provoque des modifications majeures des propriétés
normales de la membrane externe, résultant en un accroissement de la
perméabilité membranaire. Pendant leur assimilation subséquente dans la ME
(« self-promote uptake ») sous I’influence du potentiel électrique important de
la membrane cytoplasmique bactérienne, les peptides subissent une transition
de forme. Il y a alors agglomération des peptides pour former des pores, les
cotés hydrophobes vers la membrane et les cotés hydrophiles vers la lumiére du
pore. L’intégrité membranaire est alors détruite et la cellule meurt. En plus de la
progression des CAMP vers la MI, ceci peut favoriser ’entrée de plusieurs
types de molécules a caractére antimicrobien (95). La capacité¢ a former des
pores est favorisée par le grand potentiel transmembranaire des bactéries a
Gram-négatif en conséquence de la présence d’une grande quantité de lipides

chargés négativement et du manque de lipides cationiques et de cholestérol.

4.2.4 Les LPS et la résistance aux CAMP

L’encombrement stérique & la surface cellulaire due a la présence des
LPS protége les bactéries a Gram-négatif des CAMP. Ce phénoméne permet la
capture des CAMP et empéche ceux-ci d’atteindre la ME (178). De plus, la

présence de Mg”" atténue fortement I’interaction des CAMP avec les LPS, ce
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qui contribue a la résistance des bactéries a Gram-négatif vis-a-vis ces
molécules bactéricides (155). Par ailleurs, il a été suggéré que les LPS
pourraient agir comme le cholestérol des cellules eucaryotes, en favorisant le
compactage des chaines acyles dans la ME (3). Chez Brucella abortus, une
mutation dans BvrS /BvrR, un TCS essentiel a la virulence, cause une sous-
acylation du lipide A et une augmentation de la fluidit¢é membranaire. Ce
phénoméne engendre la sensibilit¢ du mutant BvrS /BvrR & la polymyxine B

(150).

4.2.4.1 Modifications covalentes de la structure prototype du lipide A

Chez certaines souches de E. coli et de Salmonella, notamment S.
enterica Serovar Typhimurium, le lipide A peut étre modifié de fagon covalente
avec des groupements phosphate, phosphoéthanolamine, 4-aminoarabinose et
palmitate (88, 90, 190, 251). S. typhimurium porte des groupements hydroxyles
au sein des chaines acyles formant le lipide A. La présence de certaines de ces
substitutions est associée a une résistance accrue a certains CAMP comme les
polymyxines. Des mutants de Salmornella et d’E. coli K-12 résistants a la
polymyxine B contiennent des taux supérieurs de groupements 4-
aminoarabinoses (101, 173). Ces groupements diminuent la charge nette
négative de la surface de la cellule bactérienne, diminuant ainsi I’affinité des
molécules antimicrobiennes cationiques pour celle-ci (252). Il est aussi possible
que les pontages croisés au sein des molécules de LPS soient plus nombreux
chez des souches possédant un lipide A avec groupement 4-aminoarabinose

(Figure 6). Ceci résulterait des interactions électrostatiques entre ce groupement



46

et d’autres groupements anioniques retrouvés dans les molécules de LPS

adjacentes.

4.2.4.2  Régulation des modifications covalentes du lipide A

La régulation des modifications covalentes du lipide A est bien étudiée
chez S. Typhimurium et E. coli (89, 190, 251). Ces modifications sont sous le
contrdle des TCS PhoQ/PhoP et PmrA/PmrB. PhoQ/PhoP répond aux
variations de concentration de Mg®* et aux CAMP (10). PmrA/PmrB est activé
directement par de hautes concentrations en Fe’* et en AP’ ainsi que par une

acidité modérée (80, 170, 181).

PhoQ/PhoP contrdle les geénes pag (« PhoQ/PhoP activated genes ») et
prg (« PhoQ/PhoP repressed genes »). PagP est une enzyme de la ME
responsable de I’ajout d’une chaine palmitate sur la molécule de lipide A
(Figure 6). PagP utilise les phospholipides du feuillet interne comme substrat
(24). Cette enzyme est caractérisée par une activité catalytique dormante dont le
signal d’induction n’est pas encore identifié (112). Cependant, des perturbations
de la surface bactérienne, suite a un traitement a 1’aide d’un chélateur d’ions
comme I’EDTA, induisent la palmitoylation du lipide A. La palmitoylation est
importante pour la pathogenése bactérienne. En effet, le lipide A hepta-acyle
contribue non seulement a la résistance de E. coli vis-a-vis les CAMP, mais
aussi a latténuation de la réponse immunitaire de I’hdte via la voie de
signalisation TLR4 (25). L’ajout de groupements hydroxyles sur les chaines

acyles du lipide A est aussi directement dépendant de ’activité de PhoQ/PhoP.
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Le TCS PmrA/PmrB contréle I’ajout de  groupements
phosphoéthanolamine (pEtN) et /ou 4-amino-4-déoxy-L-arabinose (L-AradN)
sur le lipide A (Figure 6). Le géne pmrC est responsable de la modification
pEIN (134), alors que le locus génétique pmrF est responsable de la
modification L-Arad4N (252). Les substitutions par ces deux molécules peuvent
survenir sur les phosphates 1 et 4’ de la molécule prototype du lipide A.
Cependant, L-AradN semble étre ajouté préférentiellement en position 4°, alors
que pEtN est essentiellement observé en position 1. PmrA/PmrB contrdle aussi

I’ajout de pEtN dans le noyau des LPS via I’activation du géne cptA4 (243).

Chez S. Typhimurium, 1’ensemble de ces modifications covalentes
peuvent aussi survenir en conséquence de I’activité du TCS PhoQ/PhoP. En
effet, ce systéme contrdle I’expression de PmrD, une protéine navette
aiguillonnant le signal d’activation vers le TCS PmrA/PmrB. PmrD agirait
comme protéine chaperonne et interagirait avec PmrB-P, inhibant la
déphosphorylation de cette derniére (63, 115-117, 127). Chez Yersinia sp., il
n’existe pas de protéine navette PmrD. Cependant, pour induire la transcription,
PhoP-P lie directement une séquence distincte des boites pmr sur les
promoteurs pmr (290). Chez E. coli, le TCS PmrA/PmrB (BasR/BasS) n’est pas
activé en conséquence de l’induction de PhoQ/PhoP, puisque PmrD est
fonctionnellement divergente et que les génes pmr ne posseédent pas de boites

PhoP-dépendantes (291).
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4.2.5 Les CAMP utilisés dans cette étude

La polymyxine B est un peptide cyclique caractérisé par une queue
peptidique linéaire située en N-terminal et qui porte une chaine acyle (255). Les
polymyxines se lient fortement aux groupements anioniques des LPS ainsi qu’a
leur lipide A (119, 298). Il en résulte la perturbation de 1’organisation de la
superstructure des LPS qui compose majoritairement le feuillet externe de la
ME. Ceci a pour effet d’augmenter la perméabilité de cette derniére. La
cécropine P1 est une hélice o continue et amphipatique portant un groupement

amide en C-terminal sécrétée par les cellules de 1’épithélium intestinale porcin

(301).

43  Acidité

4.3.1 Environnement a pH acide

E. coli doit faire face a des variations de pH. souvent brusques et
drastiques, dans I’environnement et chez ses hotes (21, 85). E. coli est trés
résistante a I’acidité (85, 137). Par exemple, cette bactérie peut étre confrontée
aux fortes concentrations d’acide gastrique de 1’estomac et doit alors faire face
a un microenvironnement dans lequel le pH peut s’abaisser jusqu’a une valeur
de 1,5 (59). L’intestin gréle, dans lequel le pH s’approche de la neutralité, est
un microenvironnement riche en acides faibles, dont les acides gras volatiles
provenant de la fermentation (39). Lorsqu’ils se retrouvent sous leurs formes
protonés, ceux-ci diffusent a travers les membranes bactériennes en libérant

simultanément un proton au cours du processus (74). Le microenvironnement
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acide des phagosomes et phagolysosomes & I’intérieur des cellules épithéliales
intestinales et des macrophages est aussi un exemple de stress acide auquel
certains pathogénes doivent faire face (224). Le stress acide est donc défini par

une juxtaposition et une synergie entre le pH et la présence d’acides organiques

faibles.

4.3.2 Les mécanismes de défense contre le stress acide.

Lorsque le pH interne d’une cellule atteint une valeur de 4.5, les
processus physiologiques sont grandement affectés en conséquence de la
dénaturation des protéines, de la dépurination de I’ADN et des dommages
membranaires (84, 192, 193, 205). Ainsi, la réponse au stress acide doit étre
rapide et efficace. Les événements de régulation constituant la réponse adéquate
de la bactérie dans une situation de stress acide constituent un véritable réseau
impliquant différents régulateurs globaux et spécifiques ainsi que différentes

voies métaboliques.

L’enveloppe cellulaire est une structure complexe et est le siége d’une
multitude de processus biologiques. Elle est la frontiére entre la cellule et le
milieu externe et doit permettre certains échanges tout en agissant comme une
barricre contre différents agresseurs. Les variations de pH affectent grandement
les paramétres physiologiques d’une cellule. Ainsi, de simples variations de pH
influencent grandement les processus d’import/export, de signalisation et de
régulation cellulaire et ce, méme si ces ¢éléments ne sont pas impliqués

directement dans les mécanismes de réponse au stress acide (175). De plus, les
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variations environnementales de pH influencent grandement les propriétés
chimiques et physiques de certains ions et de certaines molécules. Par exemple,
la solubilité du Fe** diminue en fonction du pH d’une grandeur de ’ordre de
10* de pH 2 a pH 10. Les cellules bactériennes doivent donc répondre
adéquatement aux changements physiologiques et environnementaux

provoqués par les conditions acides.

4.3.3 Les systémes de ménage dans le maintien du pH interne.

Lorsque la variation de pH est inférieure a une limite de deux unités de
pH par rapport a ’optimum de croissance de la bactérie, des propriétés
intrinséques a la cellule ainsi que des systémes constitutifs (non induits de
fagon spécifique par I’acidité) participent au maintien du pH interne de la
cellule, soit entre 7,4 et 7,8 (224). Ce sont les systémes de ménage. Ces derniers
ne sont cependant pas importants lors de chocs acides soudains et intenses

(204).

Les membranes bactériennes sont réfractaires au passage des ions H'.
Ces derniers pénétrent probablement la cellule via des canaux protéiques. Il est
aussi probable que les ions H" traversent directement les bicouches lipidiques
endommageées (73). Des protéines grandement chargées pourraient avoir a jouer
un rdle important dans la survie aux stress acides en agissant comme puits &
protons (protéines pouvant étre réduites), permettant ainsi I’homéostasie du pH
cytosolique. En effet, les constituants cellulaires agissent comme tampon en

capturant une partie des ions H' tout en contribuant a la charge positive
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intracellulaire (203). De plus, les bactéries possédent des pompes antiports
K'/H" (74) et des systémes de transport de protons couplés a la synthése et a
I’hydrolyse de ’ATP (H' - F¢/F, ATPases) qui permettent I’expulsion des
protons. L’expulsion de protons est aussi possible par symport avec d’autres
solutés. La chaine de transport d’électrons permet aussi ’efflux protonique
(175). L’activité enzymatique des membranes est en partie déterminée par leur
composition en acides gras (FA). Par exemple, ’activit¢ des pompes Fy/F-
ATPases, qui est importante comme systéme de ménage contre une diminution
du pH extracellulaire, est influencée par la composition membranaire en FA

(239)

Un pH acide induit la fermeture des porines, ce qui résulte en une
diminution de I’ordre de 20 a 25% de la perméabilité de la ME (139, 249, 294).
Les polyamines favorisent la résistance a I’acidité en conséquence de leur
influence sur la perméabilité de la ME. En effet, elles bloquent les porines a
cations via des liaisons polyamines (218). Cette propriété favorise donc la

baisse de la perméabilité membranaire envers les protons.

L’acide colanique caractérisant les capsules de groupe 1 favorisent aussi
la survie a des stress a I’acidité (151, 152). Par ailleurs, les LPS servent a
stabiliser et a maintenir P’intégrité de la ME en favorisant les interactions
électrostatiques entre les différentes composantes de la surface bactérienne. Ces
interactions peuvent modifier la conformation et les fonctions des protéines de

la ME impliquées dans la tolérance a I’acidité (ATR) (74). Les LPS pourraient



52

agir en tant que barriére physique ou modifier les charges de la surface
bactérienne diminuant ainsi la perméabilité de cette derniére aux protons. La
chaine O des LPS et ’antigéne commun des Enterobacteriacae (ECA) sont
importants pour la résistance aux acides organiques que l’on peut retrouver
dans I’intestin, surtout vis-a-vis les FA a courte chaine (16). Chez Rhizobium
leguminosarum, la perte du locus portant les génes associés a la résistance a
’acidité affecte grandement la structure des LPS et résulte en un phénotype de

sensibilité a I’acidité (74).

4.3.4 La résistance et la tolérance a acidité

La résistance a l'acidité (AR) fait référence a la survie a des pH
extrémes d’une population bactérienne en phase stationnaire de croissance
ayant poussée a priori a pH neutre (224). La tolérance a ’acidité (ATR) fait
généralement référence a la survie d’une population bactérienne ayant poussé a
un pH modérément bas, soit environ un pH de 5-6 (224). L’ATR protége les
cellules en phase exponentielle pour une période prolongée de plusieurs heures

apH 3 (74).

4.3.4.1 La phase stationnaire de croissance et l'acidité

L’AR est la plus grande lors de la phase stationnaire de croissance et
peut protéger les cellules pendant plusieurs heures & pH 2. Les cellules en phase
stationnaire de croissance sont de 10 a 10 000 fois plus résistantes que les
cellules en phase exponentielle de croissance et cela, sans passage a pH modéré

a priori (160). De facon similaire, des cellules dont la croissance est lente,
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démontrent une plus grande ATR que des cellules a croissance rapide. Ceci
pourrait suggérer que des composantes de la surface cellulaire sont impliquées

aussi dans ’ATR.

4.3.4.2 La porine Phok et ['acidité

La porine PhoE joue un rdle important dans I’ATR chez E. coli. A pH
acide, les ions H' se lieraient & des anions ou a des polyanions, comme les
molécules de polyphosphate, pour atteindre |’espace périplasmique de la cellule
pour ensuite y étre relachés (210). La présence continue de la porine PhoE chez
des mutants pst et phoR augmente I’ATR tout en diminuant, paradoxalement
AR (211). A T'inverse. un mutant phoE démontre une plus petite capacité
d’adaptation et une AR accrue. Dans |’espace périplasmique, il est possible que
les H" lient une ou des protéines senseures, qui permettraient la transduction
signalétique engageant par le fait méme la cellule dans la réponse d’adaptation
a ’acidité (211). L’ATP et les polyamines peuvent provoquer 1’obstruction des
des porines comme PhoE (217). Ainsi, dans certaines conditions, ces molécules

peuvent contribuer a la résistance a I’acide lorsque PhoE est exprimée.

4.3.5 Les acide gras cyclopropanes (CFA) et lacidité

Chez E. coli, des modifications dans la composition des FA
membranaires sont observées lorsque des cultures & pH 7 et a pH 5 sont
comparées. Pour les cultures a pH 5, il y a une diminution significative des FA

C16 :1 w7c et C18 : @w7c avec une augmentation concomitante des acides gras
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cyclopropane (CFA) C17 :0 et C19 :0 et autres FA saturés (28). La quantité de
CFA totale passe ainsi d’environ 3% a un maximum mesuré de 22%. Les CFA
proviennent d’une modification post-synthétique des doubles liaisons C-C des
FA insaturés (UFA) (281). La Cfa synthase catalyse cette réaction par
I'addition d’un groupement méthyléene provenant du donneur S-adénosyl
méthionine (47). Le géne cfa posséde deux promoteurs : P1 et P2. P1 est un
promoteur ¢ '*, tandis que P2 dépend de RpoS (47). La formation maximale de
CFA se produit lorsqu’une culture bactérienne entre en phase stationnaire de
croissance (268). Un mutant isogénique pour le géne cfa, codant pour la Cfa
synthase, est beaucoup plus sensible a une variation de pH sans adaptation,
allant de pH 7 a pH 3. L’incorporation de CFA exogénes engendre une plus
grande résistance a 1’acidité (40). Par exemple, la résistance a I’acidité de
souches normalement sensibles est grandement augmentée par I’addition
exogeéne de CFA C17. Une souche mutante pour cfa et ne possédant que le
précurseur du C17, soit I’acide palmitoléique (C16 : 1) reste sensible (40). On
peut observer le méme phénomeéne par I’addition exogéne de CFA C19 en
comparaison avec son précurseur C18 :1. Cependant, cet homologue a longue
chaine semble avoir un effet positif de résistance moins grand que le CFA C17.
Le modele le plus probable pour expliquer le réle des CFA dans la résistance a
lacidité serait que ceux-ci d:Lminueraient grandement la perméabilité
membranaire aux protons étant donné que la perméabilité aux protons est
inversement proportionnelle & I’épaisseur de la bicouche phospholipidique. La

conversion des UFA en CFA aurait pour conséquence d’augmenter 1’épaisseur
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de la bicouche (40) et de stabiliser les structures de la surface bactérienne (61).
Il a ausssi été suggéré que I’anneau cyclopropane protégerait de I’attaque
chimique par les protons au site d’insaturation (132). Il est aussi possible que
ces derniers interagissent avec des protéines membranaires pouvant affecter le

flux protonique.

Chez Streptoccocus mutans, la composition des FA membranaires
change en fonction du pH. A pH 7, les FA C14 :0 et C16 : 0 prédominent, alors
qu’a pH modérément acide (pH 5), les FA C18:1 et C20:1 sont les plus
importants en quantité (188). A pH acide, I’apparition de UFA diminue la
perméabilité de la bicouche lipidique, ce qui favorise la stabilité de la ME et par
le fait méme la protection contre les ions H' (188). La longueur des chaines
acyles pourrait aussi étre importante dans ce phénoméne. Quivey et ses
collaborateurs (2000) n’ont pas noté de différence significative dans la quantité

de CFA chez S. mutans ayant évolué dans un milieu a pH 7 ou pH 5 (188).

4.3.6 Le potentiel membranaire (AY)

Le potentiel membranaire (AW) tient compte de toutes les charges de la
cellule (73). Chez E. coli, le AY se situe entre -140 et -180 mV. Lorsque le pH
est inférieur a 2,5, le AY a une valeur nulle en conséquence de la perte de
intégrité membranaire. Cependant, si le systéme d’AR glutamate ou arginine
est fonctionnel (voir plus bas), le AY s’inverse pour atteindre I’équilibre (203).

Les valeurs du AY avoisinent alors +30 et +80 mV respectivement. Ce
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phénomeéne protége la cellule des protons de par la répulsion entre la cellule et
les protons qui en résulte (73). L’antiporteur ClcA/ClcB, situé dans la MI,
permettrait 1’expulsion de protons simultanément a I’import d’ions CI (203), ce
qui contrebalancerait partiellement 1’augmentation du nombre de charges

positives a I’intérieur de la cellule (73).

4.3.7 Le systéme de résistance a I’acidité dépendant des glutamates
décarboxylases

Lorsque le pH environnemental avoisine 2,5, la valeur du pH interne
d’une cellule de E. coli est d’environ 5. Il faut donc que les mécanismes de
résistance soient efficaces et fonctionnels a ce pH. Chez E. coli, il y trois
systémes principaux d'AR: le systéme oxydatif (39) et les systémes a acides
aminés décarboxylases arginine et glutamate (74, 136, 137). Le systeme
glutamate décarboxylase (Gad) (103) a de plus été démontré comme ayant un
role important dans la résistance a ’acidité de pathogenes entériques comme £.
coli, Shigella flexneri et Listeria monocytogenes (221). Lorsque les cellules
bactériennes croissent en milieu complexe comme le milieu Luria-Bertani (LB),
le systeme Gad contribue de fagon prédominante a I’AR (39, 55). Le systéme
Gad protege les cellules contre des chocs acides sous pH 3 (23). Le circuit de
régulation du systéme Gad est trés complexe. La régulation de ce systéme n’est
pas traitée ici; voir les références suivante : (51, 114, 133, 144-146, 153, 254).
Ce systéme requiert I’apport exogéne de glutamate pendant un stress acide a pH
2. 1l repose principalement sur ’activité de deux glutamates décarboxylases,

codées par les génes gadA et gadB. Ces décarboxylases sont responsables de
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convertir le glutamate intracellulaire en acide y-amino butyrique (GABA).
L’activit¢ antiport de la protéine membranaire GadC est responsable de
P’acquisition du glutamate extracellulaire et de I’expulsion simultanée du
GABA intracellulaire. Le systéme est fonctionnel et protecteur a pH 2,5 méme
si I’'un des deux isoformes Gad est manquant, alors qu’a pH 2, GadA et GadB
sont nécessaires. La formation d’une molécule GABA par une Gad requiert une
molécule de glutamate ainsi qu’un proton et libére une molécule de CO,. I est
décrit que le résultat net de la décarboxylation et de ’activité import/export de
GadC est une alcalinisation du cytosol. Cependant, en conséquence de la
variation de pH de part et d’autre de la membrane cellulaire (224), le glutamate,
qui est sous sa forme protonée en milieu acide, libére un H" durant le processus
d’importation (39). Il semble donc y avoir équilibre entre I’acquisition et
I’exportation des protons (74). A cause du paradoxe existant a propos du cycle
des protons du systéme glutamate, il a été suggéré qu’un mécanisme de
production de glutamate endogéne doit exister. Finalement, d’autres
mécanismes moléculaires, qui ne sont pas décrits ici, favorisent aussi la survie a
des stress acides. Ceux-ci impliquent des petites molécules signales extra-
cellulaires qui peuvent capter des signaux d’acidité a distance de la cellule

bactérienne (206-209).

4.3.8 Le géne Pho-dépendant asr et son réle dans la réponse au
stress acide

Le géne asr (originellement pour « acid shock RNA ») code pour une

pré-protéine de 102 acides aminés et de 18 kDa. Ce géne est fortement transcrit
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en condition d’acidité environnementale (transcription optimale & pH 4,0 - 4,5).
La pré-protéine subit le clivage de sa séquence N-terminale et un second
clivage, donnant respectivement naissance a une protéine de 15 kDa (pré-
protéine dont la séquence signale est clivée) ainsi qu’a une protéine de 8 kDa.
Le produit de 8 kDa, localisé dans I’espace périplasmique, fut démontré comme
étant essentiel au phénotype de I’ATR, contribuant a ’acclimatation a des pH
tres acides. Asr supporte la croissance a pH modéré (pH 4,5) et est requise pour
Pinduction de I’ATR et de la survie subséquente des cellules en phase
exponentielle de croissance a pH trés acide (pH 2). Des cellules en phase
stationnaire de croissance expriment aussi le géne asr a pH 4,5-5,0, mais celui-
ci n’est pas requis pour la survie de ces cellules lorsqu’elles sont transférées
dans un milieu trés acide (pH 2,0). Asr pourrait agir en séquestrant les protons
dans le périplasme ou en agissant comme chaperonne pour protéger les autres
protéines de I’acidification. Chez E. coli, la protéine HdeA est induite fortement
en condition d’acidité et est nécessaire pour une résistance a ’acidité et pour la
virulence. HdeA a une activité chaperonne et prévient I’agglomération des
protéines dénaturées par Pacidité¢ (75). Tout comme HdeA, Asr pourrait
s’associer aux protéines dénaturées par I’acidité. Il a de plus été démontré que
des conditions limitantes pour le phosphate ne sont pas nécessaires pour
I’observation du phénotype asr, alors que !’intégrité de PhoR /PhoB est

nécessaire (242).

Finalement, une étude effectuée par Tucker et al. (2002), a montré que

28 genes sont certainement régulés a la hausse en condition d’induction de
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PAR glutamate dépendante (253). Plusieurs de ces génes, dont le régulateur
GadE, un régulateur positif du systéme Gad, sont regroupés sur le chromosome
dans la région du géne gadA. Ces génes peuvent étre divisés en cing groupes
fonctionnels. En effet, les génes identifiés sont impliqués dans le métabolisme,
dans la modification de !’enveloppe cellulaire, comme chaperons et comme
régulateurs. 1l est donc certain que des composantes de la surface de la bactérie
sont impliquées dans I’AR. L’identification du géne cfa appuie 1’étude de Chan

et Cronan (1999) (40). Le petit transcrit asr fut aussi identifié.

5. Les souches d’Escherichia coli pathogénes causant des
maladies extra-intestinales : les ExPEC.

Les souches d’E. coli pathogénes causant des maladies extra-intestinales
sont nommées conceptuellement les ExPEC (« Extraintestinal Pathogenic
Escherichia coli») (216). Les mécanismes de virulence par lesquels les
souches EXPEC causent les maladies extra-intestinales, comme par exemple la
meéningite, les infections du tractus urinaire (UTI) et la septicémie, font I’objet
d’études approfondies puisqu’elles sont la cause de problémes de santé
publique et de pertes économiques appréciables pour les fermes d’élevage. Ces
mécanismes participent a la capacité du pathogéne a coloniser la muqueuse
intestinale, a envahir les tissus extra-intestinaux et a survivre aux multiples
stress pouvant €tre rencontrés a l'intérieur de 1’hdte. Par exemple, ces souches
doivent étre aptes a survivre a ’effet bactéricide du complément et des CAMP,

a échapper ou a résister aux différentes cellules du syst¢tme immunitaire, a
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survivre et 4 se multiplier dans des environnements hostiles comme 1’estomac
et les vacuoles endosomales, a ’intérieur desquelles les pH sont extrémes, de

méme que dans le sang, ou les concentrations en fer disponible sont trés faibles.

5.1 Les facteurs de virulence associés aux ExPEC

Plusieurs facteurs de virulence (FV) sont associés a la capacité a causer
des infections extra-intestinales (69, 98) parmi lesquels figurent certains
antigenes O (018, 078, O11 et O115) et antigénes capsulaires (K1 et K5),
différents fimbriae et autres adhésines de surface (P, F1, F17, X, S, AfaVIII,
Eae, 31A, curli) et différentes cytotoxines (hémolysine, Vir et les colicines). Le
plasmide ColV des souches ExPEC potentialise la virulence (278). Le plasmide
ColV porte plusieurs de ces génes de virulence. Par exemple, le systtme du
sidérophore aérobactine pour la séquestration du fer, les génes iss et/ou traT
impliqués dans la résistance a I’effet bactéricide du sérum et a la phagocytose,
de méme que certains génes impliqués dans la motilité, peuvent étre portés par

des plasmides de type ColV (129, 157, 171, 238).

5.2 Les souches ExPEC aviaires ou APEC (« Avian Pathogenic E. coli »)
5.2.1 Etiologie des APEC
L’industrie de la volaille subit annuellement d’importantes pertes
économiques suite a la morbidité et la mortalité causée par des souches d’E.
coli pathogénes aviaires (APEC; Avian Pathogenic E. coli). Les voies
respiratoires, soit les sacs aériens, sont la voie d’entrée principale des APEC

chez la volaille. Aussi, les infections par les APEC peuvent étre causées par la



61

transmission a I’ceuf par des parents infectés ou par la contamination fécale de
la surface de I’ceuf et pénétration subséquente de la bactérie a travers la
coquille. Environ 0,5-0,6% des ceufs contiennent E. coli, entrainant ainsi une
grande mortalité des poussins (129). Une grande densité d’individus dans un
poulailler, une mauvaise aération (pour 1’évacuation de I’ammoniaque) et un
taux d humidité trop faible favorisent le stress des individus et la dissémination
des pathogenes a travers le groupe via la présence d’aérosols et de poussiéres
(157). De plus, la coprophagie et les infections causées par d’autres micro-
organismes (Mycoplasma ssp., le virus de la maladie de Newcastle et le virus de
la bronchite infectieuse aviaire) potentialisent les colibacilloses (87). La

synergie de tous ces facteurs favorise donc les infections aux APEC (129).

5.2.2 L’infection aux APEC

Les infections aux APEC sont caractérisées par une déficience
respiratoire chez les jeunes poulets de 3 a 12 semaines, la plupart du temps
suivie d’une infection plus généralisée. Les APEC adhérent aux cellules
épithéliales du pharynx, de la trachée et des sacs aériens via les fimbriae de type
1 (62, 128, 129, 157). La présence des fimbriae de type 1 favorise aussi la
colonisation intestinale et est associée a une plus grande fréquence de
transmission fécale-orale (62). Les fimbriae de type P permet lui aussi la
colonisation des poumons (mais pas de la trachée) et des sacs aériens. Celui-ci
est aussi important dans la pathogénie des APEC, puisqu’il permet la
colonisation des organes internes (157). Pour sa part, les fimbriae de type 1 ne

sont pas exprimés lorsque les bactéries colonisent les tissus profonds ou
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lorsqu’elles se retrouvent dans le sang. Les APEC sont souvent associées ou
localisées a D’intérieur des macrophages durant les étapes précoces de
I'infection dans les sacs aériens et les poumons (157). Ceci pourrait favoriser

leur dissémination dans I’organisme.

5.2.3 Lasouche APEC 7122

La souche APEC y7122 cause des infections au niveau des voies
respiratoires (aérosacculites) ainsi que la septicémie chez le poulet. Cette
souche est responsable de plusieurs maladies extra-intestinales comme les
péricardites et les périhépatites. 7122 est de sérogroupe 078, posséde une
capsule K80 et un antigéne flagellaire H9. Les souches APEC 078
appartiennent 4 un nombre restreint de groupes clonaux et peuvent étre des
agents de zoonose (42, 283. 284). Cette souche posséde plusieurs génes de
virulence associés aux EXPEC (Tableau II). Par exemple, Tsh (temperature-
sensitive hemagglutinin), un facteur d’agglutination des érythrocytes du poulet,
est responsable de lésions dues au dépét de fibrines dans les sacs aériens
pendant la période précoce de I’infection (58). L’expression du géne tsh est
augmentée dans les sacs aériens de la volaille tel que démontré par capture
sélective des séquences transcrites (SCOTS). Des génes impliqués dans la
biosynthése des LPS, dans le transport du fer, dans la réplication et la
conjugaison plasmidique et phoB ont aussi été identifiés (57). Le locus /b, qui

code pour des génes de biosynthese des LPS, est aussi nécessaire pour la
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Génes Fonctions
) Génes communs a 5131 et 37122
art Géne d’urovirulence putatif : protéine du périplasme liant I'arginine
bl12] Facteur de virulence putatif
csgE Chaperonne des curli
Sim.A Sous-unité majeure des fimbriae de type 1 (ou F1)
SimH Adhésine des fimbriae de type 1
Slic Sous-unité flagellaire majeure (flagelline)
gad Glutamate décarboxylase
hiyE Hémolysine E
ibeB Protéine d'invasion des cellules endothéliales micro-vasculaires
cérébrales (BMEC)
iucD N-6-hydroxylysine (« L-lysine-6-monooxygenase ») appartenant a
I"operon aérobactine
iutA Récepteur de la cloacine DF13 (aérobactine)
Ipf LpfA (« long polar fimbriac »)
mvid{ Facteur de virulence putatif
mviN Facteur de virulence putatif
ompA Protéine de la membrane externe OmpA
ompT Protéine de membrane externe 3b ou protéase VII (également appelée
omptin ou protéasc A)
tna- Tryptophanasc
raT Protéine de résistance au complément
o Génes uniques a 5131
agn43 Antigéne 43, adhésine qui confere dcs-Eupacités d'agrégation entre les
cellules
cia Géne structural de la colicine la
foo.d Sous-unité majeure des fimbriac 165,
mchB Géne structural de la microcine H47 (classe 11)
paa Protéine associée aux effets d'attachement et d effacement des
microvillosités intestinales
papA(l1) Sous-unité fimbriale majeure des pili P
papC Protéine « usher » des pili P
papGlIl Adhésine des pili P (alléle I11)
fem Gene de résistance aux P-lactamines (ampicilline)
tet (B) Geéne de résistance a la tétracycline
Génes uniques a x7122
ant(3)-la Geéne de résistance a la streptomycine et la spectinomycine
cvaC Gene structural de la microcine V (classe 1)
Fl17b-4 Sous-unité majeure des pili F17b
int 1 Intégron de classe 1
iroN Récepteur de sidérophore
iss Gene de résistance a I’effet bactéricide du sérum (« Serum survivance
and surface exclusion protein ») qui est homologue au géne bor du
phage A
sull Géne de résistance aux Sulfonamides
tsh Hémoglobine protéase (« Temperature sensitive hemagglutitnin »)

‘Résultats non publiés. Cette puce 8 ADN contient 189 génes ou marqueurs de virulence et
30 genes de résistance aux antibiotiques. Il s’agit d'un outil de diagnostique pour identifier
différents pathotypes d’E. coli. Voir Bruant ef al. (2006). Hybridation et lecture des puces

effectuée par Guillaume Bruant.
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virulence de la souche %7122 (30). En effet, I’antigéne O78 des LPS augmente
la résistance au sérum et le pouvoir de colonisation des organes internes. Chez
la souche %7122, il a été démontré que I’antigéne O et la région 0-min, une
région génétique non-caractérisée putative pour un ou des FV, protégent la
bactérie contre I’action bactéricide des cellules phagocytaires, surtout des
hétérophiles (157). %7122 s’associe faiblement aux cellules phagocytaires
méme lorsqu’elle est opsonisée. L’accessibilité de I’opsonine a la surface
bactérienne et la fixation du complément semblent dépendantes de la présence
et de la composition des LPS (157). Chez %7122, le plasmide pAPEC-1, qui est
associé a la virulence, porte les génes impliqués dans la pathogénie affectant les
voies aériennes inférieures et les tissus extra-respiratoires lors d’infections in
vivo chez le poulet (58). Par exemple, pAPEC-1 porte iss, un géne normalement
associé a la résistance au sérum. Les systémes Iro et aérobactine sont aussi
encodés sur pAPEC-1 et sont tous deux impliqués dans I’acquisition du fer dans

les tissus extra-intestinaux (57).

53 La souche ExPEC porcine non-entérotoxinogéne 5131 de
sérogroupe O115.

Les souches O115 : K«V165» peuvent étre séparées en deux sous-
groupes, soit les souches d’E. coli entérotoxinogénes (ETEC) et les souches
non-entérotoxinogénes. Les souches 0115 : K«V165» non-entérotoxinogénes
possedent les fimbriae F165 (54). Les souches O115 : K«V165»: F165
colonisent I’iléon et causent la septicémie chez des porcelets post-sevrage (69).

5131 est une souche O115 : K«V165» : H51 : F165 et fut isolée a partir du
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contenu intestinal de porcs ayant la diarrhée a la Faculté de médecine vétéritaire
de I’Université de Montréal (Québec, Canada) (69, 166). Elle posséde aussi
plusieurs geénes associés aux EXPEC dont plusieurs sont en commun avec la
souche APEC y7122 (Tableau II). La transmission d’EXPEC entre les porcs
s’effectue par la voie fécale-orale. La morbidité causée par ces souches d’E.
coli cause des pertes économiques importantes dans 1’industrie porcine. L’étude
de Fairbrother et al. (1989) a démontré une forte corrélation entre la capacité
des souches d’E. coli O115 : K«V165» a résister a I’effet bactéricide du sérum
de lapin et la mortalit¢ qu’elles engendrent chez la souris adulte (69). La

résistance a |’effet bactéricide du complément est donc un attribut important de

la virulence de la souche ExPEC 5131.

5.4 La capsule des souches ExPEC 5131 et 37122

Les souches d’E. coli O78 et O115 sont considérées en sérologie comme
¢tant K négative (176, 177). Cependant, elles synthétisent des polysaccharides
capsulaires de type « O-like » (228). Ceux-ci consistent en une seconde chaine
O, plus longue, masquant celle des LPS. Il a de plus ét¢ démontré que ces
capsules contribuent a la résistance a I’effet bactéricide du complément et a la
pathogénicité. La capsule de 5131 ne comporte pas de composante protéique
majeure, posséde une faible charge négative, est faiblement immunogénique et
est antigéniquement différente des antigénes O115 des LPS (166). Cetie capsule
présente quelques similarités avec la capsule « O-like » (K ps) des souches

O111 (83). La CPS des souches O111 a une charge nette neutre et inhibe la
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réaction d’agglutination de cellules traitées avec des anticorps anti-O111. Le
polysaccharide capsulaire K;ps interagirait avec les chaines O des LPS et
masquerait ainsi les déterminants antigéniques de ceux-ci (166). La CPS de
x 7122 est similaire a celle de 5131 (42). La souche %7122 posséde aussi les
génes impliqués dans la biosynthése d’une capsule du groupe 2 (30, 264).

Cependant, ceux-ci sont silencieux.

6. Le projet de recherche

6.1 Problématique et contexte scientifique

La présente étude s’intéresse au régulon Pho, plus particuliérement a son
implication dans la virulence des souches d'E. coli pathogénes causant des
maladies extra-intestinales (ExPEC) et de son contrdle dans la modulation de
certaines structures de la surface bactérienne. Les souches ExPEC 5131 et
%7122 causent la septicémie chez le porc et la volaille respectivement. Les
pathogroupes auxquels appartiennent ces souches sont la cause d’un taux
important de morbidité et de mortalité chez les animaux d’élevage et par
conséquent, de pertes €économiques importantes pour I’industrie
agroalimentaire. Notre laboratoire a identifié par mutagenése par transposon
(TnphoA), un locus génétique important pour la virulence de la souche ExPEC
5131. Le transposon fut localisé dans le géne pstC de 1I’opéron pstSCAB-PhoU,
qui code pour un systéme (Pst) impliqué dans le transport spécifique du
phosphate inorganique (P;). Cet opéron est sous la gouverne du systéme a deux

composantes (TCS) PhoR/PhoB. Une mutation dans Pst induit I’activation
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continue du régulon Pho. De plus, depuis quelques années, plusieurs études ont
établi des liens de corrélation entre Pst, le régulon Pho et la virulence et ce,
chez différentes especes bactériennes. Cependant. dans tous les cas, la relation
entre le régulon Pho et la virulence a une base moléculaire inconnue. Notre

laboratoire s’intéresse donc a résoudre ce probléme.

6.2  Hypothése de travail

Avant le début de mes travaux de doctorat, notre laboratoire ainsi que
les autres laboratoires du Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du
Porc (GREMIP) avaient cumulé plusieurs données de caractérisation du mutant
pst TnphoA (le mutant 2 ou M2) de la souche 5131 (99). Ce mutant est sensible
a I’effet bactéricide du sérum de lapin (166) et est avirulent dans des modéles
expérimentaux d’infection de porcelets et de jeunes poulets (49, 166). M2 est
capable de coloniser les muqueuses intestinales, de traverser 1’épithélium
intestinal et de se localiser dans les nceuds mésentériques lymphatiques, mais
est incapable de persister dans les autres organes extra-intestinaux. De plus, ce
mutant perd certaines adhésines fimbriaires di aux problémes au niveau de

I’ancrage plut6t que de I’expression génique.

Dans I’héte, les souches EXPEC doivent résister a plusieurs facteurs
bactéricides comme les molécules du complément. les peptides cationiques
antimicrobiens, les protons, etc. Les différentes structures retrouvées a la
surface d’E. coli forment une véritable muraille contre ces facteurs

antimicrobiens. Ainsi, puisque nous savons qu’une mutation dans pst cause



68

I’augmentation de la sensibilité au sérum et engendre I’avirulence d’une souche
ExPEC, nous avons fait I’hypothése de travail suivante : une mutation dans
pst provoque d’autres changements au niveau de la composition des

structures de la surface bactérienne.

6.3  Objectifs de travail.

Cette hypotheése est véritablement 1’élément conducteur du présent
travail. En effet, elle a permis d’établir clairement les objectifs a atteindre, afin
de combler certains manquements dans 1’état des connaissances actuelles
concernant la compréhension des effets d’une mutation dans pst. Ainsi, mes
travaux de doctor.at avaient pour but de caractériser les effets de la mutation pst.
Mes objectifs étaient de : 1) déterminer si la mutation pst contribue a d’autres
phénotypes; 2) déterminer si la mutation pst affecte les souches ExPEC de
fagon similaire et 3) déterminer quels effets causés par une mutation dans pst

peuvent €tre associés a la perte de virulence.

6.4 Esquisse de I’étude

Les souches ExPEC 5131 et %7122 sont utilisées dans notre laboratoire
comme systémes modéles pour I’étude de ’influence du régulon Pho sur la
pathogénie d’E. coli. Certaines des conclusions qui en découlent dépassent le
modele ExPEC et s’appliquent & d’autres espéces bactériennes. Dans le but de
répondre aux objectifs et de vérifier notre hypothése, nous avons conduit

différents tests in vitro pour évaluer la résistance des souches EXPEC et de leurs
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mutants pst dérivés vis-a-vis différents stress auxquels la bactérie est soumise
chez I’hdte. En effet, la résistance au sérum, aux CAMP et a ’acidité est
associée a des traits de virulence bactérienne et fut évaluée chez les mutants psz.
Nos résultats indiquent que la modification de certaines structures de la surface
bactérienne pouvait étre impliquées dans la résistance a ces mémes stress. Les
techniques  moléculaires  (constructions  génétiques,  électrophorése,
immunobuvardage, chromatographie en phase gazeuse et en couche mince,
spectrométrie, transcriptomique comparative, etc) ont été utilisées pour la
caractérisation des structures de la surface bactérienne. Ceci a permis
d’identifier des différences structurales entre les souches ExPEC et leurs
mutants pst dérivés. Finalement, nous avons pu établir une corrélation entre nos
résultats, soit de nouveaux phénotypes caractérisant les mutants pst, et la

virulence bactérienne.

La recherche fondamentale est a la base du développement appliqué.
Ainsi, j’espére que cette recherche pourra ouvrir de nouvelles voies
d’exploration et stimuler la recherche sur d’éventuels traitements thérapeutiques
qui permettraient a leur tour de mettre en échec certains pathogénes. En effet, il
est important de minimiser les pertes économiques reliées a I’industrie porcine
et de la volaille, mais aussi de limiter I’émergence de souches de plus en plus
pathogénes incluant les souches ayant des résistances multiples aux
antibiotiques, une problématique trés importante en santé humaine. Dans cette
optique, il est important de souligner que les souches ExPEC a 1’étude ont aussi

un potentiel comme agent de zoonose.
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SUMMARY

Escherichia coli O78 strains are frequently associated with extra-intestinal
diseases, such as airsacculitis and septicemia. in poultry, livestock, and humans.
To understand the influence of the pst operon in the virulence of E. coli,
mutations of pst genes, were introduced into avian pathogenic E. coli (APEC)
O78:K80 strain %7122 by allelic exchange. Mutation of pst genes leads to
constitutive expression of the Pho regulon. Further, the virulence of APEC
strain %7122 in a chicken infection model is attenuated by inactivation of the
Pst system. The pst mutant caused significantly less extra-intestinal lesions in
infected chickens, and bacterial numbers isolated from different tissues after
infection were significantly lower for the mutant than for the wild-type strain.
Moreover, resistance to the bactericidal effects of rabbit serum and acid shock
were impaired in the pst mutant in contrast to the wild-type strain. In addition,
the minimum inhibitory concentration of polymyxin was two-fold less for the
mutant than for the wild-type strain. Although the pst mutant demonstrated
increased susceptibility to rabbit serum, this strain was not killed by chicken
serum, suggesting differences in host innate immune defences and complement-
mediated killing. In APEC O78 strain %7122 a functional Pst system is required
for full virulence and resistance to acid shock and polymyxin. Our results
suggest that mutation of pst genes induces deregulation of phosphate sensing,
and changes in cell surface composition that lead to decreased virulence
indicating the importance of the Pst system for the virulence of E. coli

pathogenic strains from different hosts.
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INTRODUCTION

Avian pathogenic E. coli (APEC) are a frequent cause of extra-intestinal
infections, collectively called colibacillosis, in poultry. Each year, the poultry
industry absorbs important financial losses due to high morbidity and mortality
caused by APEC. The housing conditions and co-infections by other
microorganisms are major physical and biological risk factors that predispose
poultry to colibacillosis. Most infections occur via aerosol transmission and
colonization of air sacs (4). E. coli causing extra-intestinal diseases have been
termed extra-intestinal pathogenic E.coli (ExPEC) (44). APEC O78:K80:H9
strain 7122 possesses several ExXPEC-associated attributes which are involved
in disease development such as septicemia, perihepatitis and pericarditis and
belongs to one of the most prevalent serogroups that cause avian colibacillosis
(48). E. coli O78 strains can also cause diseases in hosts other than poultry,
such as swine, sheep, and humans (2, 21). Research conducted on E. coli O78
strains from different hosts revealed that pathogenic strains are clonally related.
Moreover, this phenomenon is host independent. Therefore pathogenic 078

strains from animal origin represent a high risk of zoonotic infections (1, 11,

63, 64).

The ability to sense microenvironments encountered within the host is an
essential virulence property of bacterial pathogens (35). Sensing is followed by
the coordination of virulence factor expression, promoting bacterial survival

and replication (24, 28). In E. coli, the expression of many proteins is induced
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by growth in limiting conditions. For example, the expression of the Pho
regulon is activated during growth conditions of phosphate limitation, whereas
its expression is inhibited when phosphate is in excess (60). The Pho regulon is
controlled by the two-component regulatory system, PhoB/PhoR, that responds
to phosphate concentration. The PhoR sensor protein located in the inner
membrane transmits a signal by phosphorylating the response regulator protein
PhoB, which in turn activates transcription by binding to the "Pho box"

sequence of the targeted promoters. The PhoBR two-component regulatory

system controls the expression of several genes, and currently at least 39 genes

have been identified (7. 30). The Pho regulon could possibly include as many as
137 proteins (56). The specific phosphate transport system (Pst) belongs to the
Pho regulon and is encoded by the pstSCAB-phoU (pst) operon. This system

consists of a periplasmic Pj binding protein (PstS), two trans-membrane

proteins (PstA, PstC), an ATP binding protein (PstB) and PhoU (42, 49). The
two trans-membrane proteins and PstB mediate the uptake of phosphate from
the outside to the inside of the cell, whereas the function of PhoU is not clear.
PhoU probably plays a regulatory role in the negative control of the Pho
regulon and is required to repress the Pho regulon in high phosphate conditions
(61). Interestingly, the Pst transport system itself appears to be directly involved
in the regulatory cascade and might serve as the primary sensor for the
extracellular phosphate concentration (59). An intact Pst system and the PhoR
protein are necessary for Pho regulon repression, as constitutive expression of

the Pho regulon, including phod, was observed when genes of the pst-phoU
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operon and the phoR gene were mutated (62). In phosphate replete conditions,

PhoB activation is blocked in a PhoR and PhoU dependant manner (23, 46, 47).

A number of reports have described an association between the Pst system, the
Pho regulon and bacterial virulence (6, 12, 18, 34, 58). Using a technique that
selectively captures unique transcripts (Selective Capture Of Transcribed
Sequences (13, 22)), PhoB of APEC strain 47122 was reported to be expressed
during infection (14). Moreover, other Pho regulated genes were also shown to
be expressed in vivo by EXPEC strains (3, 29) . Inactivation of the psf operon in
a porcine EXPEC strain resulted in constitutive expression of the Pho regulon,
and rendered the strain avirulent. APEC strain 7122 (078:K80:H9) (39) shares
many virulence attributes with the porcine ExPEC strain, including the ability
to persist systemically and resist serum (12, 15). Although inactivation of pst
has been shown to affect the virulence of a number of bacterial pathogens, the
mechanisms underlying this attenuation have not been elucidated. One
hypothesis to explain decreased virulence due to abrogation of the Pst system is
that inactivation of pst genes causes an alteration in bacterial cell surface

composition.

In this paper, we generated a Apst mutant of APEC strain %7122 and
demonstrate that abrogation of the Pst system influences multiple virulence
attributes associated with the cell surface composition. Moreover, we

demonstrate that deletion of pst genes significantly reduces the virulence of



£

77

APEC strain ¢ 7122. These results extend the importance of the Pst system for

the virulence of pathogenic E. coli belonging to different serogroups, and which

are pathogenic for different animal hosts.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and media. E. coli strains and plasmids used in
this study are listed in Table 1. In general, bacteria were grown in Luria-Bertani
(LB) broth at 37°C. LB is a high phosphate containing medium. Low P; (LP)
broth was used for alkaline phosphatase assay and RT-PCR experiments (LP:
50 mM tris HCI (pH 7,4); 10mM KCI; 10 mM (NH4);SO,; 0,4 mM MgSOy;
0,1% yeast extract; 20 mM glucose and 1 mM methionine.). For experimental
infection of chickens, beef heart infusion (BHI) broth and MacConkey-lactose
agar plates were used. Antibiotics or supplements were used at the following
final concentrations when required: ampicillin (Amp) 100 pg/ml,
chloramphenicol (Cm) 12.5 pg/ml, kanamycin (Kan) 50 pg/ml, nalidixic acid
(Nal) 40 pg/ml, streptomycin (Sm) 100 pg/ml, and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate (XP) 40 pg/ml.

Generation of a pst mutant by allelic exchange. E. coli strain XL1-Blue was
used for cloning experiments. A 2914 bp PCR fragment containing the
pstSCAB genes was amplified from strain %7122 (41) with the PstF
(CTGCCGGATAGTGTAGT) and PstBrev (CATCATGTCCGTGCTCC)

primers, and was cloned into pCR2.1 vector using the Original TA Cloning kit
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(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. A deletion (ApstCAB)
in the pst operon was obtained by removing an internal EcoRV fragment. A
kanamycin resistance cassette, Hincll fragment from pUC71K (40, 57), was
then ligated to the EcoRV site resulting in ApstCAB::kan. The construct was
digested with Xbal and BamHI and the ApstCAB::kan fragment was ligated to
the pKNG101 suicide vector (27) cut with the same enzymes. The resulting
construct, pPKNG800K, was transferred to strain SM10Apir (37), and was then
mobilized into %7122 by conjugation. Single-crossover integrants of strain
%7122 were selected on M9 agar containing the appropriate antibiotics (Amp,
Kan. and Sm). Selection for double-crossover allele replacement was obtained
by sacB counterselection on LB agar plates without NaCl, containing 5%
sucrose (27) and XP. A %7122 derivative, strain K3, was confirmed to contain a
deletion in the pst operon as determined by PCR amplification and Southern
blot hybridization (data not shown). The pAN92 plasmid (26) carrying the
functional pst operon was used to complement the ApstCAB::kan mutant K3
and wild-type parent strain y7122 to create strains CK3 and %7122 (pAN92)

respectively. The pAN92 plasmid is a derivative of the medium copy

pACYC184 plasmid.

Alkaline phosphatase assay. Alkaline phosphatase was measured as described
previously (12, 52, 61). Briefly, cells grown in different conditions were
adjusted to an OD ¢ of 1.0 and 4 pg/ml of XP were added to cells

permeabilized by a 50 ul of 1% SDS and 50 pl of chloroform. Development of
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color was monitored at 420 nm, and PhoA activity was expressed in enzyme

units per minute 1000 x [OD420 — (1,75 X ODss0)] / T(min) x V(ml) x ODyy,.

RNA isolation and RT-PCR. Strains were grown in high phosphate (LB) or
low phosphate (LP) medium and were harvested during the mid-log growth
phase. RNeasy Mini Kit from QIAGEN was used for the isolation of total RNA
from bacteria. Quantification of the total amount of RNA was achieved by
spectrophotometry. QIAGEN OneStep RT-PCR kit was used for the RT-PCR
study and 1 pg of RNA template was used in each reaction. Two primer pairs
were used to target pst4 and phoB expression. The rpsl gene was used as a
housekeeping control. The reverse transcription reaction was achieved at 50°C
for 30 minutes. The DNA polymerase (HotStartTaq'™) was then activated at
95°C for 15 minutes as indicated by the manufacturer. For each sample, 25
cycles of PCR amplification was achieved with the different primer pairs. The
annealing temperatures used were 67°C, 62°C and 65°C for the pst4, phoB and
rpsL primer pairs respectively. The sequences of the pst4 forward and reverse
primers were 5’-CAAACCACTGCGGCGCTGGCTGAATCTCG-3’ and 5°-
GTGCTCCATCTGCGCCACCAC-AATGGTG-3’ respectively. The sequences
of the phoB  forward and reverse primers  were  5’-
CGTATTCTGGTCGTAGAAGATGAAGCTC-3’ and 5’-
CACGGTCTGCACCATGCGGTCA-3’ respectively. The sequences of the

rpsL forward and reverse primers were 5’-
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GTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGC-3’ and 5’-

GGACGCTTCACGCCATACT-TGGAACGAG-3’ respectively.

Experimental infection of chickens via the air sacs. Three groups of five 3-
week-old white leghorn specific-pathogen-free chickens (SPAFAS farms) were
reared in separate horsfall isolator cages with food and water available ad
libitum. Each group of chickens was inoculated in the right thoracic air sac with
0.1 m! (10" CFU) of a bacterial inoculum consisting of a diluted 24h beef heart
infusion broth culture of either E. coli x7122, the pst mutant, or the
complemented strain. Blood samples were collected aseptically from each
chicken 6, 24, and 48 h following bacterial inoculation and were plated directly
or diluted 1:4 in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4), and 0.1 ml was
plated on MacConkey-lactose agar plates (Difco) supplemented with nalidixic
acid (40 pg/ml") and appropriate antibiotics in the case of the E. coli pst
mutant and complemented strains. All birds were euthanized at 48 h post-
infection and necropsied. Macroscopic lesion scores for the air sacs, and
combined lesions of the internal organs (heart/pericardium and liver) were
marked based on a scheme similar to that used by Melatta et al. (2003) (36).
Lesions for the caudal thoracic air sacs were scored from 0-4 each for the left
and right air sac based on the following criteria: 0, no lesions (normal); 1, slight
opacity/edema; 2, mild diffuse thickening and fibrinous exudate, mild
neovascularization; 3, moderate fibrinous exudate, opacity, and thickening of

membrane, and neovacularization; 4, severe extensive fibrinous exudate,
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opacity, and neovascularization of the air sac. The mean score value for the left
and right air sacs was then used as the combined air sac lesion score for each
individual. The maximal possible lesion score for the air sacs of an individual
chicken was therefore 4. Combined lesion scores for pericarditis and
perihepatitis were based on the following criteria. Heart and pericardium: 0,
normal; 1, vascularization, opacity, cloudy pericardial fluid, 2, Acute
pericarditis (extensive fbrinous exudate covering pericardium). Liver: 0,
normal; 1 slight fibrinous exudate or decoloration of lobes; 2, severe
perihepatitis (extensive fibrinous exudate). The values for lesions of the heart-
pericardium and liver were then added for each individuel giving a maximal
possible combined individual score of 4 for lesions of the heart/pericardium and
liver. The mean lesions + standard deviation in either the air sacs or internal
organs from individuals belonging to each of the infection groups was used for
statistical analyses between groups. Organs were aseptically removed. The left
lung, liver, and spleen were weighed, suspended in PBS, and homogenized with
an omnimixer homogeniser. Dilutions of homogenates were plated onto
MacConkey-lactose agar plates with appropriate antibiotics for bacterial
quantification. Several randomly selected colonies per organ were verified by

serotyping using O78-specific antiserum.

Serum bactericidal assay. The serum bactericidal assay was adapted from
Taylor and Kroll (1983) (51). Briefly, bacteria were grown overnight in LB

broth at 37°C. Bacterial cultures were then resuspended in fresh medium at a
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10-fold dilution, incubated at 37°C, and harvested in the logarithmic growth
phase. Bacteria were washed at room temperature with Gelatin-Veronal-
Buffered saline pH 7.35 (GVB++) and resuspended to a concentration of 107
CFU/ml. A volume of 0.1 ml of the bacterial suspension was added to 0.9 ml of
normal rabbit serum or chicken serum and incubated at 37°C. Viable cell counts
were estimated at 0, 1, 2 and 3 h by spreading out dilutions of the suspension on
LB agar plates. A strain was considered resistant if the bacterial count increased
or did not change, intermediate if a decrease in the bacterial count of up to 2
orders of magnitude was observed, and serum-sensitive if a decrease of more
than 2 orders of magnitude in the bacterial count was observed. The survival
rate was calculated as the CFU determined at each time point over the initial

CFU present at time zero.

Polymyxin assay. Strains were grown overnight and cultures were diluted in
fresh LB medium to obtain exponential growth rate cultures (ODgg=0.7).
Cultures were then diluted to obtain 10° CFU/ml. Microwell plates were loaded
with 90 pl of the 10° CFU/ml cultures and 10 pl of polymyxin at different
concentrations were added to each well to obtain final concentrations of
polymyxin between 0.5 pg/ ml and 2.5 pg/ ml. Plates were incubated overnight
and bacterial growth in wells was evaluated for growth by spectrophotometry.
The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was considered the lowest drug
concentration that reduced growth by more than 50% compared with growth in

the control well (19).
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Lipopolysaccharide (LPS) analysis. Two milligrams of whole bacterial cells
were solubilized in Laemmli buffer (32), boiled and treated one hour with
proteinase K (0.5 mg/ml) at 60°C. Proteinase K was then inactivated by boiling
samples for 2 minutes (25). Classical SDS-PAGE or Tricine SDS-PAGE (33)
were used for the LPS analysis. A volume of 10 pl of each sample were added
to each well. Silver staining was used to reveal LPS bands (54). Western blot
analysis was performed using standard procedure (53). Briefly, LPS bands were
transferred onto a 0.2 um nitrocellulose sheet at 100 volts for one hour. The
membrane was reacted with rabbit 078 antiserum. Anti-rabbit immunoglobulin
conjugated to peroxidase was used as the secondary antibody. O-chain LPS

bands were revealed using 4-chloro-1-naphtol solution.

Acid shock. Acid shock of the cell cultures was carried out by using protocol A
from Chang and Cronan (10). As survival following acid shock is influenced by
growth phase, preliminary growth curves were done for all strains in LB broth
at 37°C with agitation (150 rpm). Growth was monitored
spectrophotometrically at 600 nm. For the acid shock treatment, strains were
grown to the early stationary phase in LB. Prior to acid shock, viable cell
counts were done by spreading out dilutions of the suspension on LB agar
plates (pH 7). Then, HCI (1.7 N) was rapidly added to cultures grown in LB
medium until a pH of 3.0 was reached. The pH values were monitored by pH
measurements on identical but separate cultures. After acid addition, the

cultures were shaken at 37°C and at different times aliquots were diluted and
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plated for colony formation on LB plates. The survival rate was calculated as
the CFU determined at each time point over the initial CFU present at time

Z€ro.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using the data analysis
package SYSTAT 10.0. Analysis of variance followed by Tukey multiple
comparisons test was used for the results analysis of bacterial counts, lesion
scores, the serum, polymyxin and acid shock assays. For in vitro assays, the
mean values were obtained from a minimum of three independent values.

Statistical significance was established at p < 0.05.

RESULTS

To evaluate if a pst mutation affects the virulence of an avian pathogenic 078
strain, inactivation of the pst genes was achieved in strain %7122 by suicide-
vector mediated allelic exchange (27). Inactivation of pst was confirmed by
PCR and Southern blot analyses, and a confirmed mutant was named K3
(Table 1). Restoration of the Pst system in this strain was achieved by
complementation with plasmid pAN92 which contains a functional pst operon.
This generated strain CK3. Mutations of the pst operon are known to
deregulate the repressed state of the Pho regulon in high phosphate conditions
and lead to constitutive expression of Pho regulated genes (47). Thus,
evaluation of the state of activity of the Pho regulon in strains grown in high

phosphate medium (LB) or low phosphate medium (LP) was achieved by
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measurement of alkaline phosphatase (AP) activity and by RT-PCR. These
experiments revealed that the K3 pst mutant exhibits a constitutive Pho
phenotype (2948 units AP) compared to the %7122 wild-type strain (0 unit AP),
to the K3 complemented strain CK3 (16 units AP) and %7122 wild-type strain
plus pAN92 (0 unit AP). RT-PCR experiments were used to evaluate the
transcriptional state of both the pst operon and Pho regulon. As expected, the
expression of the pst operon, measured by pst4 expression, is higher in the
wild-type strain grown in low phosphate than when grown in high phosphate
medium (LB) (Figure 1). The pst4 expression level is also low in the wild-type
strain and the pst mutant complemented with pAN92 (CK3) (Fig. 1). There is
no pstA transcript detected from strain K3 since pstCAB are absent in this
strain. However, the Pho regulon is constitutive in pst mutant strain K3, since
phoB expression in this strain grown in high phosphate showed similar
transcription levels than the wild-type strain grown in low phosphate
conditions (Figure 1). In the complemented strain, the repression of

transcription of phoB is restored in high phosphate.

Pathogenicity. To characterize pst mutant strain K3, we first evaluated the
virulence potential of this strain compared to the wild-type APEC strain 7122
in a chicken experimental model. Colibacillosis lesions were present in air sacs,
liver and heart of chickens infected with APEC strain %7122 48 hours post-
infection (Table 2). By contrast such lesions were minimal or absent from the

organs of chickens infected with pst mutant strain K3. Complementation of the
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pst mutation restored the severity of the colibacillosis lesions to a level similar
to that observed in chickens infected with the wild-type parent strain ¥7122.
Also, in chickens infected with strain K3, fewer bacteria were isolated from the
bloodstream and all tissues 48 hours post-infection, compared to either the
wild-type parent or complemented mutant (Figure 2). Bacterial viable counts
from the pst mutant were significantly reduced in blood, lungs and spleen 48
hours post-infection. No significant differences in bacterial numbers were
observed in tissues or blood of chickens infected with either the wild-type strain

or the complemented pst mutant CK3.

Resistance to serum, polymyxin and acid shock. To provide further insight as
to why a pst mutant of strain %7122 is attenuated, or whether inactivation of pst
alters cell surface components, we investigated the capacity of the wild-type
and mutant strains to resist serum, acid and polymyxin. The K3 pst mutant is
sensitive to the bactericidal effect of rabbit serum (Figure 3A). In contrast, the
¥ 7122 wild-type strain is resistant to the bactericidal effect of serum and was
able to multiply in 90% rabbit serum after a 3 hours period. Statistical analysis
showed that differences between the wild-type and K3 mutant strains were
highly significant at 1, 2 and 3 hours. There was no difference between the
wild-type strain and CK3. In contrast to the results obtained for bacterial
susceptibility to rabbit serum, wild-type strain %7122 and the pst mutant strain
K3 were both resistant to the bactericidal effects of chicken serum (Figure 3B).

However, the O78-negative LPS mutant ¢7145 (9) was rapidly killed by
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chicken serum and was not recovered from samples 1 hour following serum
exposure (data not shown).

Strain K3 was more sensitive to polymyxin compared to the x7122 wild-type
strain since the MIC of the mutant strain was two-fold lower (1 pg/mi
compared to 2 pg/ml), than for the %7122 wild-type strain (p < 0.001) (Figure
4). Resistance to polymyxin was only partially restored in the complemented
pst mutant strain (CK3). Since O78 LPS antigen is an important factor that
contributes to the resistance of strain %7122 to serum (36), and modification of
LPS can affect polymyxin resistance, LPS profiles were examined. No
differences between strains were observed in their LPS profiles by silver
staining (Figure 5) or by Western blot using O78-specific antiserum (data not

shown).

The pst mutant strain K3 clearly lost the ability to resist acid shock compared to
the 7122 wild-type strain. Indeed, at two hours following acid shock, viability
of the K3 pst mutant cells was dramatically decreased (Figure 6). By contrast,
the 7122 wild-type strain was more resistant to acid shock and CFU stabilized
after 2 to 4 hours of exposure to acid. Differences between the wild-type and
the mutant strains were significant at 1, 2, 3 and 4 hours following acid shock.
The complemented pst mutant strain CK3 was very sensitive to acid shock. At
1 hour following acid exposure, CK3 viability was reduced by greater than 4
log and no CFUs were present after 2 hours in acid-treated culture. The survival

rate of the pst mutant strain K3 was significantly lower than the survival rate of
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the wild-type strain %7122 at each time point (p<0.035). However, the
complementation of mutant K3 with pAN92 did not restore the wild-type
survival rate phenotype. The presence of plasmid pAN92 in the wild-type strain
[x7122 (pAN92)] also decreased the survival rate at each time point when

compared to the wild-type survival rate.

DISCUSSION

APEC strain %7122 is highly pathogenic for poultry and belongs to the O78
serogroup. This is one of the most prevalent serogroups associated with avian
E. coli infections. In this study, we show that a pst mutation reduces the
virulence of APEC strain %7122 and that certain virulence traits are modified.
Indeed, in vivo experiments revealed that the ability of this strain to cause
colibacillosis lesions and to survive systemically is significantly reduced in a
chicken experimental infection model. Also, the resistance of APEC strain
%7122 to the bactericidal effect of rabbit serum and to acid shock is diminished
in the pst mutant. In addition, sensitivity to the cationic peptide polymyxin was
increased in the pst mutant strain K3. A decreased capacity to resist these
conditions would suggest a decrease in cell surface integrity and could explain,

at least in part, the loss of virulence attributed to deletion of pst genes.

Multiple virulence traits are affected in the K3 pst mutant, and its virulence is

significantly reduced. The pst mutant is present in the bloodstream 6 hours
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post-infection in experimentally infected chickens, but its numbers are
considerably reduced in blood and tissues at 48 hours post-infection. This is in
contrast with the O78-negative LPS mutant strain x7145 (9), which is rapidly
cleared from blood and extra-intestinal organs of infected chickens (36). The
capacity of the pst mutant strain K3 to survive in early stages of infection
correlates with the ability of this strain to resist avian serum (Fig. 2B), since
only serum-resistant APEC strains are normally able to invade and persist in the
bloodstream early in the infectious process and disseminate systemically (9,36).
Despite its ability to resist avian serum, the pst mutant strain K3 demonstrates a
marked and significant reduction of virulence in chickens. The psf mutant strain
K3 is clearly less able to persist and caused reduced lesions compared to the
wild-type parent. Since the pst mutation does not contribute to decreased
sensitivity to chicken serum or early survival in the chicken infection model,
attenuation is likely due to other changes that result in decreased virulence.
These may include changes in surface composition or possibly deregulated
environmental sensing that may be linked to constitutive expression of the Pho

regulon regardless of environmental conditions encountered in host tissues.

In a porcine experimental infection model using an ExPEC strain, a pst
mutation drastically affected the systemic survival of the mutant, as the strain
was not able to colonize extraintestinal organs and was rapidly cleared from the
bloodstream (12). The differences in the kinetics of infection and attenuation of

either the porcine or avian pathogenic E. coli strains in infection models is
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possibly due to intrinsic differences between the strains and/or differences in
porcine and avian innate immune defenses. The clearly different results in
serum susceptibility of the pst mutant when challenged with avian serum vs.
mammalian serum support a role for differences in innate host immune
defenses. On the other hand, the pst mutants of the porcine and avian
pathogenic E. coli strains were both less resistant to in vitro stresses including
acid shock and resistance to polymyxin (unpublished results), suggesting the
Pst system is equally important for the proper functioning of certain virulence

traits in either of these strains.

There is a correlation between resistance to the bactericidal effects of serum and
the capacity of APEC strains to cause septicemia and mortality (31, 36). For
strain 7122, this is exemplified by the O78-negative LPS mutant which is
serum-sensitive and unable to persist in body fluids and internal organs of
infected chickens (36). Resistance to the bactericidal effect of complement is a
multifactorial phenomenon. Bactericidal resistance to serum can correlate with
the expression of proteins and of certain capsular K antigens that in many cases
can act in concert with the O polysaccharide (65). However, analysis and
comparison of the LPS O-chain by SDS-PAGE and Tricine SDS-PAGE (figure
5) did not reveal important differences between wild-type strain %7122 and the
pst mutant strain K3. Indeed, no apparent differences are seen in the pattern and
the length of the O-chains nor in the estimated molecular weight of lipid A.

However, we cannot rule out the possibility that subtle modifications could
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occur in the LPS molecules in consequences of the pst mutation. Thus, finer
approaches are necessary to detect these kinds of modifications and this will be
the subject of future investigations. Strain %7122 has a K80 capsular antigen
which is not a typical capsular polysaccharide antigen, but is more similar to an
O-antigen capsule. Atypical K antigens have been shown to be implicated in
resistance to serum and are important for full virulence (20, 38, 39). Capsular
content was tested by colorimetric assay (16) in strain %7122 and its pst mutant
and was found to be similar (data not shown). The K80 capsule has not been
characterized yet. However, it is known that these types of K| ps are anchored to
the cell surface by a lipid A moiety. Thus, a perturbation of cell surface could

also affect the proper anchoring of K80 antigen.

The increased sensitivity of strain K3 to polymyxin further suggests that
mutation of pst causes some surface structure modification. As polymyxin is a
cationic peptide, the bacterial resistance to polymyxin is due, at least in part, to
cell surface components. In Gram negative bacteria, some cationic peptides
have low affinity for the K antigen and LPS and these structures repel cationic
peptides from the outer membrane. Change of the bacterial surface net charge
such as modifications of lipid A can confer sensitivity to polymyxin (8). In
Rhizobium meliloti, mutation in phoCDET genes, homologues of E. coli pst
genes, results in a significant reduction in membrane phospholipid content (18).
Perturbation of the cell surface including alteration of fluidity and modification

of some components could explain, at least in part, the increased sensitivity of
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the K3 pst mutant to mechanisms affecting the cell membrane such as those

involved in resistance to serum, polymyxin, and acid.

Acid resistance is an important feature of pathogenic bacteria. Persistence of
APEC in poultry facilities is associated to their capacity to resist acidic
environments (31, 66). In addition, coprophagy of poultry leads to ingestion of
contaminated feces. Thus, bacterial cells must repetitively survive gastric
challenge but also membrane attack by volatile fatty acids in the less acidic
environment of the intestine to persist in poultry facilities (43). Deletion of the
pst operon significantly reduced the acid resistance of APEC strain %7122.
Indeed, the pst mutant K3 had a three log lower survival rate than that of the
parent strain 7122, after a 4 hour challenge at pH 3 without habituation. The
Pho regulatory system has been suggested to sense external acidity and regulate
transcription of genes that are important for acid shock resistance. It was
reported that the acid-inducible asr (acid shock RNA) gene in E. coli is under
the transcriptional control of the phoBR operon (50, 55). Asr may play a role
similar to that of the periplasmic protein HdeA, by serving as a proton well or
chaperone that protects other periplasmic proteins from deleterious effects of
low pH and/or by preventing aggregation of denatured proteins (17, 45). Thus it
is possible that inactivation of the pst system contributes to sensitivity to acid
shock in APEC strain x7122, by affecting the regulation of such genes, that are
part of the Pho regulon and are implicated in acid resistance mechanisms.

Complementation of the mutant strain did not restore the wild-type acid
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resistance phenotype (Figure 6). The acid sensitivity of the complemented
mutant could be due, at least in part to gene dosage due to a medium copy

plasmid.

Altogether, the alterations of virulence traits in a pst mutant of APEC O78
strain %7122 contribute to its reduced virulence in a chicken infection model.
Since constitutive expression of Pho is observed in pst mutants, the pleiotropic
effects observed in these mutants could be indirectly due to the activation of the
Pho network, directly due to effects on phosphate transport, or both. Our results
show that deletion of the pst operon reduced virulence of avian and porcine
ExPEC strains and conferred increased susceptibility to rabbit serum, acid and
polymyxin (This study and Daigle, F., Lamarche, M.G., ef al., unpublished
data). These phenotypic changes suggest that alterations in bacterial surface
composition may occur in the absence of the pst operon. More in depth
investigation needs to be done to identify the functions associated with E. coli
virulence genes that are under the control of the Pho regulon. Functional
genomics and proteomics could provide opportunities to advance such findings.
The central control element of the Pho regulon is the PhoB-PhoR two-
component system. It has been shown that some compounds are potent
inhibitors of specific bacterial two-component systems and possess antibacterial
activity (5). Drugs that induce the expression of the Pho regulon could have
some utility as therapeutic agents that would compromise bacterial virulence

and facilitate elimination of the pathogen through host immune defences. Thus,
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the Pst system and the associated Pho regulon could be potential drug targets to

treat extra-intestinal diseases associated with pathogenic E. coli.
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Bacterial strains or plasmid

Relevant characteristics®

Reference or source

Bacterial strains
SM10Apir

XL1-Blue

x7122
17122 (pAN92)

K3
CK3
17145

Plasmids
pAN92
pCR2.1
pKNG101
pKNG800K
pUC71K

thi-1, leu, tonA, lacY, supE,
recA::RP4-2-Tc::Mu, Apir, Km"
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17,
SUpE44, relA1, lac [F' proAB lacRZAM15 Tn10 (Tet")]

Avian pathogenic strain
078:K80:H9 gyrA, Nal’
%7122 + pAN92

x7122 ApstCAB::kan
K3 + pAN92
x7122 ,rfb deleted by replacement
with E. coli K-12 region at 45 min

pACYC184::pst operon, Cm'
Cloning vector
suicide vector Sm', sacB
pKNG101 - ApstCAB::kan, sacB, Sm", Km"
Contains aphT with transcription terminator, Kan"

37

Stratagene

41
This work

This work
This work
9

26
Invitrogen
27

This work
40, 57

aKanamycin, Km'; Chloramphenicol, cm’; Streptomycin, Sm"; Nalidixic acid, Nal"; Tetracyclin Tet"
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Table 2:Score based evaluation of colibacillosis lesions

Strains Airsacculitis® Pericarv:iitis/perihepatitisb
x7122 2.56+0.25 243 +1.07

K3 1.63 * 0.50° 1.06 + 0.20%

CK3 2.29£1.01 2.70+0.90

@ Lesion scoring values for airsacculitis in both caudal thoracic air sacs
1 standard deviation. See methods for scoring scheme.

Combined lesion scoring values for pericarditis and perihepatitis
+ standard deviation. See methods for scoring scheme.

: P = 0.046 compared to lesions observed for the wild-type strain infected group.
P =0.0017 compared to lesions observed for the wild-type strain infected group.
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FIG. 1. Transcriptional analysis of the pst operon and Pho regulon in E. coli
strain (7122 and its mutants. RT-PCR was performed to detect the presence of
pstd (A), phoB (B) and rpsL (C) mRNA in strain x7122 and isogenic pst
mutants. cDNA from y7122 (wt) grown in low phosphate (LP) medium and
from 7122 , %7122 (pAN92), K3 (A pstCAB::kan) and CK3 (K3 [pAN92])
grown in high phosphate (LB) medium are shown in lanes 1 to 5, respectively.
RNA was isolated from mid-log phase cells. There is no pst4 transcript in K3
since pstCAB are absent in this strain. The rpsL transcript was used as a

housekeeping control.
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FIG. 2. Experimental infection of chickens with APEC strain %7122 or
derivatives via the air sacs. Colony forming units (CFU) per gram of tissue or
milliliter of blood 6 and 48 hours post-infection. Strain 7122 (wild-type);
strain K3 (ApstCAB::kan); strain CK3 (K3 [pAN92]). Asterisks (*) indicate
significant differences observed between bacterial quantification of the wild-
type x7122 and the pst mutant strain K3 in blood (p=0.0048), lungs (p=0.0059)
and spleen (p=0.0003) 48 hours post-infection. No significant differences in
bacterial numbers were observed between the wild-type 7122 strain and the

complemented strain CK3.
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FIG. 3. Bacterial resistance to serum. Survival and growth of E. coli wild-type
strain %7122 and pst mutants in 90% rabbit (A) or chicken (B) serum for
various periods of time. @, strain %7122 (wild-type); A, strain K3
(ApstCAB::kan); B, strain CK3 (K3 [pAN92]) Results presented are means of
three distinct tests. (A) The survival rate of the pst mutant strain K3 is
significantly lower than the survival rate of both, wild-type strain 7122 and
complemented strain CK3, at each time point. From 1 to 3 hrs of exposure in
rabbit serum, the pst mutant K3 was significantly more sensitive to serum than
either strain (7122 (p<0.006) and CK3 (p<0.004). No significant differences
were observed between the wild-type %7122 strain and the complemented strain
CK3. (B) No statistical differences were observed between the survival rates of

strains %7122, K3 and CK3 after exposure in chicken serum. The control strain
%7145 (%7122 rfb’) did not survive after 1 hour of exposure to 90% chicken

serum (data not shown).
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FIG. 4. Polymyxin assay. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
polymyxin necessary to inhibit growth of the different strains. The MIC was
considered the lowest drug concentration that reduced growth by more than
50% compared with growth in the control well. MIC of polymyxin for strain
%7122 (wild-type); strain K3 (ApstCAB::kan); strain CK3 (K3 [pAN92]). The
MIC of the pst mutant strain K3 is significantly lower than the MIC of the wild-
type %7122 strain (p < 0.001). The MIC differences between the complemented

strain CK3 and either strain %7122 or strain K3 are significant (p = 0.044).
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FIG. 5. Analysis of LPS by Tricine SDS-PAGE (A) and SDS-PAGE (B). No
differences in LPS profiles were observed among strains. (1) Wild-type %7122;

(2) pst mutant strain K3 (ApstCAB::kan), (3) Complemented strain CK3 (K3
[PAN92)).
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FIG. 6. Acid shock resistance experiment. Survival of wild-type strain %7122
and mutant derivatives exposed to LB medium (pH 3) for various periods of
time. @, strain 7122 (wild-type); A, strain K3 (ApstCAB: :kan); B, strain
CK3 (K3 [pAN92]); ®, strain %7122 (pAN92). In vitro acid shock tests were

carried out on early stationary phase cultures without habituation at 37°C.



£

111

ARTICLE 2

Modulation of hexa-acyl pyrophosphate lipid A
population under Escherichia coli phosphate (Pho)

regulon activation

Martin G. Lamarche, Sang-Hyun Kim, Sébastien Crépin, Michael Mourez,

Nicolas Bertrand, Russell E. Bishop, J. Daniel Dubreuil, Josée Harel'

Manuscrit soumis dans The Journal of Bacteriology

MS No. IB01536-07



112

Modulation of hexa-acyl pyrophosphate lipid A population under

Escherichia coli phosphate (Pho) regulon activation

Running title: Lipid A Structure Modification induced by a pst

mutation

Martin G. Lamarche', Sang-Hyun Kim®?, Sébastien Crépin', Michael
Mourez', Nicolas Bertrand', Russell E. Bishopz, J. Daniel Dubreuil, Josée

*
Harel'

(1) Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du Porc (GREMIP),
Université de Montréal, Faculté de médecine vétérinaire, C. P. 5000, Saint-
Hyacinthe, Québec, Canada J2S 7C6, (2) Department of Biochemistry and
Biomedical Sciences, McMaster University, Hamilton, Ontario, Canada,
L8N 3Z5, (3) The National Primate Research Center, KRIBB, OChang,

Chungbuk 363-883, Republic of Korea

* Author for correspondence: Josée Harel
Telephone: (450) 773 8521 ext 8233
Fax: (450) 778 8108

e-mail: josee.harel@umontreal.ca




|"|./._‘\‘I

113

Abstract.

Environmental phosphate is an important signal for microorganism gene
regulation and it has recently been shown to trigger some key bacterial
virulence mechanisms. In many bacteria, the Pho regulon is the major
circuit involved in adaptation to phosphate limitation. The Pho regulon is
controlled jointly by the two-component regulatory system PhoR/PhoB and
by the phosphate specific transport (Pst) system, which both belong to the
Pho regulon. We showed that a pst mutation results in virulence attenuation
in extra-intestinal pathogenic Escherichia coli (EXPEC) strains. Resistance
to the bactericidal effects of serum and to acid shock is affected in these
mutants. We hypothesized that the bacterial cell surface of the pst mutants is
altered. To verify our hypothesis, different assays were used to compare
wild-type strains and their isogenic pst mutants. Either high phosphate or
low phosphate medium was used for bacterial growth. LP medium permits
comparison of Pho-activated wild-type strains with pst mutants, the former
being characterized by a constitutive activation of the Pho regulon. In this
paper, we demonstrate that the E. coli pst mutants sensitivity to different
cationic antimicrobial peptides can be correlated with an unexpected pst
mutation-mediated lipid A modification. We discuss how some lipid A
structural modifications could contribute to such bacterial surface
perturbations. Finally, our results indicate that the Pho regulon is involved
in lipid A modifications. Since the Pho regulon and the Pst system are
conserved in many bacteria, such a lipid A modification mechanism could

be widely distributed among Gram-negative bacterial species.
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Introduction

Under circumstances such as drastic environmental changes, the phenotypic
diversity occurring within a bacterial cell population due to noise in gene
expression favours the natural selection of subpopulations best fit to survive
(42, 44, 45). In addition, bacteria possess more specialised machineries, the
two-component regulatory systems, which permit sensing and response to
environmental changes (22). Environmental stimuli are translated into
signalling events leading to the expression of a highly precise response. One
such system is PhoR/PhoB (52, 53), which responds to environmental
phosphate concentration variations and controls expression of at least 37
genes in Escherichia coli (Pho regulon) (3, 18, 20, 46, 53). PhoR is an inner
membrane sensor protein that responds to periplasmic orthophosphate (P))
through interaction with the phosphate specific transport (Pst) system. The
activation signal is a P, concentration below 4 pM. Under these conditions,
PhoR is autophosphorylated on a conserved histidine residue and transfers
this phosphory! group to a conserved aspartate residue on its cognate
response regulator PhoB. To initiate or repress gene transcription, Phospho-
PhoB binds specific DNA sequences known as Pho-Boxes, which are
located upstream of Pho-dependent genes. The Pst system, which belongs to
the Pho regulon, encodes an ATP-binding cassette transporter involved in
high affinity acquisition of Pi. In many bacterial species, mutations in the
Pst system result in constitutive expression of the Pho regulon regardless of

environmental phosphate availabilities.



115

Many studies reported an association between the Pst system, the Pho
regulon, and bacterial virulence (for a comprehensive overview see
reference 30). However, molecular mechanisms that link the Pho regulon
and the virulence of bacteria have not been fully established. For this
research, we focused our work on extra-intestinal pathogenic E. coli
(EXPEC) strains. %7122 (O78:K80) (38) and 5131 (O115:K"V165")(19) are
EXPEC strains that share many virulence attributes and cause extra-
intestinal infections in poultry and swine, respectively. Pleiotropic effects
and loss of virulence was observed in pst mutants of extra-intestinal strains
%7122 and 5131 (11, 29, 34). Many phenotypes of pst mutants, such as
sensitivity to acid stress and the bacteriolytic effect of serum. are suggestive

of important changes in cell surface properties.

The outer leaflet of the outer membrane (OM) of Gram-negative bacteria is
composed, in most part, of approximately two million copies of a complex
glycolipid named lipid A (40). The lipid A is the anchor for the core
oligosaccharide, which is usually linked to the O antigen polysaccharide that
is exposed on the bacterial cell surface (4, 40, 50). The entire molecule, the
lipopolysaccharide (LPS), protects bacteria from various environmental
stresses that can be encountered outside and inside the host (13, 35). In E.
coli and Salmonella typhimurium, two-thirds of the total membrane lipid A
molecules consist of the 1-monophosphate form of the phosphorylated and
acylated di-glucosamine structure (Fig. 1). The remaining one-third
possesses a pyrophosphoryl group at the Cl position (Fig.1). Bacterial

pathogens such as Salmonella typhimurium and some E. coli stains have an
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ability to modify their lipid A structure to resist some adverse environmental

cues (Fig 1) (17) (40) (15, 16, 48).

As described above, we believed that cell surface perturbations occur in pst
mutants. Since LPS is a major component of the OM, which can be
subjected to certain modifications in bacterial pathogens and plays an
important protective role against bactericidal molecules, we decided to
investigate LPS structural properties in pst mutants. Moreover, since the
Pho regulon is constitutively activated in pst mutants, it was also possible
that phosphate-rich LPS molecules could be subject to specific
modifications. Indeed, our results indicate that pst mutations induce changes
in the lipid A structure that could result in a bacterial cell surface
perturbation. This can be correlated with sensitivity of the bacteria to
cationic antimicrobial peptides (CAMPs) such as polymyxin B (PMB).
Remarkably, the hexa-acylated 1-pyrophosphate form of lipid A is
significantly less abundant in pst mutants. We believe that this state of lipid

A could participate in the observed membrane perturbation of pst mutants.

Materials and methods.

Bacterial strains, plasmids and media. E. coli strains and plasmids used in
this study are listed in Table 1. Bacteria were grown in Luria-Bertani (LB)
or in LP broth at 37°C. LB is a high phosphate containing medium. LP is a
low phosphate containing medium (LP: 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM
KCl, 10 mM (NH4),S04, 0.4 mM MgSQO,, 0.1% yeast extract, 20 mM

glucose, and 1 mM methionine). When required, antibiotics were used at the
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following final concentrations: tetracycline 10 pg/ml; kanamycin (Kan), 50
pg/ml; nalidixic acid (NA), 40 pg/ml; chloramphenicol (Cm), 10 pg/ml;

streptomycin (Sm), 100 pg/ml.

Construction of plasmids and mutant strains. The mutation of the pst operon
was obtained by allelic exchange as described previously (29). A PCR
fragment containing the pstSCAB gene was amplified from strain 5131 with
the PstF (CTGCCGGATAGTGTAGT) and PstBrev
(CATCATGTCCGTGCTCC) primers, and cloned into pCR2.1 vector using
the Original TA Cloning kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. A deletion (ApsitCAB) in the pst operon was obtained by
removing an internal EcoRV fragment. A kanamycin resistance cassette,
Hincll fragment from pUC71K, was then ligated to the EcoRV site resulting
in ApstCAB::kan. The construct was digested with Xbal and BamH1 and the
ApstCAB: :kan fragment was ligated to the pKNG101 suicide vector cut with
the same enzymes. The resulting construct, pPKNG800K, was transferred to
strain SM10Apir, from where it was mobilized into 5131 and 7122 by
conjugation. Single-crossover integrants of strain 5131 and %7122 were
selected on M9 agar containing the appropriate antibiotics (Kan and Sm).
Selection for double-crossover allele replacement was obtained by sacB
counter-selection on LB agar plates without NaCl, containing 5% sucrose
(26) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate disodium salt (XP; 40
pg/ml). 5131 and %7122 derivatives, strain K2 and K3 respectively, were
confirmed to contain a deletion in the pst operon as determined by PCR

amplification, Southern blot hybridization and RT-PCR (Lamarche et al.
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2005 and data not shown). The pAN92 (25) plasmid carrying the functional

pst operon was used to complement the ApstCAB mutants to create strain

CK2 and CK3.

Polymyxin B (PMB), cecropin P1 (CPl) and vancomycin assays.
Experiments were done in LB or LP for bacterial cells growth. Strains were
grown overnight and cultures were diluted in fresh medium to obtain
cultures in exponential phase. Strains were grown to optical density of 0.7
(A = 600 nm). Cultures were then diluted to obtain 10° CFU/ml. Microwell
plates were loaded with the 10° CFU/ml cultures and different
concentrations of PMB or CPl were added to each well. Plates were
incubated overnight and wells were evaluated for growth by
spectrophotometry. For vancomycin assays, plates were incubated 3 hours.
The MIC was considered the lowest drug concentration that reduced growth
by more than 50% compared with growth in the control well (14).
Vancomycin survival was calculated from the ratio of vancomycin-exposed
to non-exposed cells. Experiments are the mean of three biological and
technical replicates. Statistical analyses were performed using the
GraphPad Prism 4® package. A One-way ANOVA followed by a multiple

comparison Tuckey test was applied.

Analysis of radiolabeled lipid A by Thin Layer Chromatography (TLC).
Experiments were performed in LB or LP for bacterial cell growth. Analysis
of lipid A released by mild acid hydrolysis from 32p, labeled cells was

adapted from Zhou et al. (1999)(58). An overnight culture grown at 37°C
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was diluted 100-fold in 5 ml of fresh medium containing appropriate
antibiotics and 5 pCi/ml 32p. and allowed to grow for 3h. The 32p, labeled
cells were harvested by centrifugation and washed once with 5 ml of PBS.
The pellet was resuspended in 0.8 ml of PBS and converted into a single-
phase Bligh/Dyer mixture by adding 2 ml of methanol and 1 ml of
chloroform. After 10 minutes incubation at room temperature, the insoluble
material was collected by centrifugation in a clinical centrifuge. The pellet
was washed once with 5 ml of a fresh single-phase Bligh/Dyer mixture,
consisting of chloroform/methanol/water (1:2:0.8, v/v). This pellet was then
dispersed in 1.8 ml of 12.5 mM sodium acetate, pH 4.5, containing 1% SDS,
with sonic irradiation in an ultrasonic bath. The mixture was incubated at
100°C for 30 minutes to cleave the ketosidic linkage between the first inner
core 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid unit and the distal glucosamine
sugar of lipid A. After cooling, the boiled mixture was converted to a two-
phase Bligh/Dyer mixture (6) by adding 2 ml of chloroform and 2 ml of
methanol. Partitioning was made by centrifugation and the lower phase
material was collected and washed once with 4 ml of the upper phase
derived from a fresh neutral two-phase Bligh/Dyer mixture, consisting of
chloroform/methanol/water (2:2:1.8, v/v). The lower phase lipid A sample
was collected and dried under a steam of nitrogen gas. The lipid A sample
was dissolved in 100pul of chloroform/methanol (4:1, v/v), and
approximately 1000 cpm of the sample was applied to the origin of a Silica
Gel 60 TLC plate. TLC was conducted in a developing thank in the solvent

chloroform/pyridine/88% formic acid/water (50:50:16:5, v/v). The plate was



P

120

dried and visualized with a Phosphorimager (Storm 840 from Molecular

Dynamics). Experiments were repeated three times.

Lipopolysaccharide (LPS) analysis. Two milligrams of whole bacterial
cells, grown onto LB agar plates, were solubilized in Laemmli buffer (28),
boiled and treated one hour with proteinase K (0.5 mg/ml) at 60°C.
Proteinase K was then inactivated by boiling samples for 2 minutes (21).
Classical SDS-PAGE or Tricine SDS-PAGE (32) was used for the LPS
analysis. A volume of 10 pl of each sample was added to each well. Silver
staining was used to reveal LPS bands (51). Western blot analysis was
performed using standard procedure (49). Briefly, LPS bands were
transferred onto a 0.2 pm nitrocellulose sheet at 100 volts for one hour. The
membrane was treated with rabbit O115, 078 or enterobacterial common
antigen (ECA) antiserums. Anti-rabbit immunoglobulin conjugated to
peroxidase was used as the secondary antibody. O-chain LPS bands were

revealed using 4-chloro-1-naphtol solution.

Microarray experiments. Microarray experiments were done using
Affymetrix GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array. Briefly, the RNA was
isolated from an overnight culture grown at 37 °C was diluted 100-fold into
5 ml of LB and was allowed to grow to mid-log phase (ODsqo 0.6) using the
RiboPure™-Bacteria Kit (Ambion, Austin, TX), according to the
manufacturer’s recommendations, with the exception that the DNAse 1
treatment was performed twice. For cDNA synthesis and biotinylation, two

aliquots of 5 pg of RNA (10 pg total) were supplemented with 2 pL of
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GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA Control Kit (Affymetrix, Santa Clara,
CA) and converted into c¢cDNA using SuperScript II and random
hexanucleotide primers (Invitrogen, Carlsbad, CA), according to the
manufacturer’s instructions.. After treatment with RNAse A (Img/ml) , the
cDNA were purified using Microcon YM-30 centrifugal filter (Milipore,
Billerica, MA). The ¢cDNA was fragmented with DNAse 1 (Ambion,
Austin, TX) was and then 3’ biotynylated using GeneChip DNA Labelling
Reagent (7.5 mM) (Affymetrix, Santa Clara, CA) and 60 U of Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase (Promega, Madison, WI). The Affymetrix
GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA)
contains 20.366 genes present in four strains of E. coli (MG1655, EDL933,
SAKAI and CFT073) and includes over 700 intergenic regions. For
supplemental information, see  Affymetrix  web  site:  at

www.affymetrix.com. Biotynilated cDNAs were hybridized onto

Affymetrix GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara,
CA) as recommended by the manufacturer. Hybridizations were performed
at Genome Québec Innovation Centre (McGill University, Montreal,
Canada). Data were processed using the robust multiarray average algorithm
(RMA) for normalization, background correction and expression value
calculation (24). Expression levels obtained from three independent
replicates, in each condition, were compared using the FlexArray RC3
software (Michal Blazejczyk, Mathieu Miron, Robert Nadon (2007).
FlexArray: A statistical data analysis software for gene expression
microarrays. Genome Quebec, Montreal, Canada, URL:

http://genomequebec.mcgill.ca/FlexArray/index.html). The robustness of
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the data was further enhanced by EB algorithm and P-value calculation. The
microarrays results were validated by qRT-PCR using the QIAGEN
QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR kit, according to the manufacturer’s
instructions. The rus gene was used as a housekeeping control. Each qRT-
PCR run was done in triplicate and for each reaction, the calculated
threshold cycle (Ct) was normalised to the Ct obtained for the tus gene
amplified from the corresponding sample. Fold change were calculated

using the 24! method (33).

Lipid A extraction and mass spectrometry analysis. Cell cultures were
prepared exactly as for the analysis of radiolabeled lipid A in the TLC
experiments, but without the addition of **P orthophosphate. A pool of six 5
ml cultures was used for each strain and experiment. Lipid A samples were
prepared as described previously, with slight modifications (31, 56). PBS
washed cells were resuspended in 300 pL of Tri-Reagent (Ambion) and
incubated for 20 minutes at room temperature. Then, 30 pL of chloroform
was added, and the samples were vortexed vigorously and incubated for 15
minutes at room temperature. The phases were separated by centrifugation
at 12,000Xg for 10 minutes, and the upper phase was transferred to a new
tube. This extraction procedure was repeated twice using 100pL of water
instead of chloroform, and the combined upper phases were evaporated in a
speed-vac apparatus (DNA120 SpeedVac® from ThermoSavant). The lipid
A was released from the LPS by mild-acid hydrolysis. The pellet was
resuspended in 500 pL of hydrolysis buffer (12.5 mM sodium acetate pH

4,5; 1% SDS) and heated at 100°C for 1 hour, and dried in a speed-vac. To
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remove SDS from the samples, washing steps were performed. The pellet
was resuspended in a mixture of 100 pL of water and 500 pL of acidified
ethanol (100 uL of 4M HCI in 20 mi of 95% ethanol), and centrifuge at
2,060 X g for 10 minutes. The pellet was washed again in 95% ethanol
using the same procedure. Washing steps were repeated once. The pellet
was dried at room temperature for 5 minutes, and lipid A was dissolved in
100 pL of chloroform: methanol: water (2:3:1 v/v). The samples were sent
to the Proteomic and Mass Spectrometry Center (PMSC), Molecular
Medicine Research Centre, University of Toronto, for the matrix-assisted
laser desorption-ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry
analysis. Preparations for MALDI/TOF analysis were performed by
depositing 0.3 uL of the sample dissolved in chloroform: methanol (4:1
v/v), followed by 0.3 pL of a saturated solution of 2,5-dihydroxybenzoic
acid in 50% acetonitrile as the matrix. The sample was dried at room
temperature. Spectra were acquired in both positive and negative ion linear

modes. Each spectrum was the average of 50 laser shots.

Results

CAMPs and vancomycin assays in phosphate-rich medium

The ExPEC %7122 and 5131 pst mutants are acid and serum sensitive (11,
29). This could be indicative of a bacterial cell surface modification. To
further investigate this possibility, we submitted the 7122 and 5131
ExXPEC strains and their isogenic pst mutants to CAMP challenges. In LB
medium, the sensitivity of pst mutants to PMB and to CP1 is slightly

increased in contrast to that of wild-type strains (Figure 2A and 2C).
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Because of these results, we hypothesized that pst mutants should also be
sensitive to vancomycin as a consequence of a generalized OM
perturbation. Vancomycin is a glycopeptide antibiotic that interferes with
peptidoglycan biosynthesis (1). High concentrations of vancomycin are
needed to kill E. coli cells unless the OM is perturbed (43). We show that a
mutation in Pst results in an increased vancomycin sensitivity (Fig. 3).
Complementation of the pst mutation restores the wild-type CAMP and
vancomycin resistance level, indicating that the pst mutant phenotypes
result from the Apst::-kan mutation and not from some polar effects. These
results suggest that a bacterial cell surface alteration might exist in pst

mutants.

LPS analyses in phosphate-rich medium

Since LPS is one of the first defensive barriers against environmental cues,
including those encountered within the host, we first looked at the LPS
pattern of expression and at its various immunochemical properties.
However, standard SDS-PAGE and Western blot analyses using O78 and
O115 antiserum show that the pattern of the O-antigen expression is
unaffected in the pst mutant strains (Fig. 4A and C). Similarly, there are no
apparent difference in the lipid A-core region of the LPS between wild-type,
pst mutant and complemented pst mutant strains, as observed by Tricine
SDS-PAGE (Fig. 4B). Furthermore, by Western blot using ECA antiserum,

no differences between these strains are observed (Fig. 4D).
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Radiolabeled lipid A analyses by TLC for strains grown in phosphate-
rich medium

Since the pst mutants display PMB sensitivity, which could correlate with
lipid A modifications (17, 40, 50), we undertook radiolabeled lipid A
analyses by TLC. Because of its known TLC profile, an E. coli O157:H7
strain was used as a control (27). Its profile is similar to that of E. coli K12
MC1061 except for an additional phosphoethanolamine (pEtN) lipid A
variant (27) (Fig. 5A). In pst mutants grown in LB, a reduction of 66% of
the pyrophosphate form of lipid A (hexa-acylated 1-pyrophosphate lipid A;
see Fig. 1A) is reproducibly observed (Figure 5B and 5C), as calculated by

densitometry (ImageQuant 5.0).

CAMP assays and TLC quantification of 1-pyrophosphate lipid A for
strains grown in low-phosphate medium

To evaluate if the Pho regulon activation-state is indeed involved in the pst
mutants lipid A phenotype, we evaluated properties of the wild-type, mutant
and complemented psf mutant strains grown in low phosphate medium (LP).
In LP, all strains have the same PMB MIC value. Furthermore, wild-type
and complemented pst mutant strains have a PMB MIC similar to that of pst
mutants grown in LB (Fig. 2B). Strikingly, all strains exhibit a similar
amount of the hexa-acylated 1-pyrophosphate form of the lipid A (Fig. 5D).
Furthermore, these amounts are similar to those obtained for pst mutants
grown in LB (Fig. 5B and 5C). This observation confirms our hypothesis

that the bacterial cell surface is altered in pst mutants. Furthermore, it
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indicates that the Pho regulon influences the biosynthesis of hexa-acylated

1-pyrophosphate lipid A.

MALDI-TOF analysis of APEC strains grown in low-phosphate
medium

For avian strains grown in LP medium, TLC analyses reveal the presence of
lipid A variants (Fig. 5D) which are more predominant in the pst mutant
strain K3 (Fig. 5D). This observation is interesting since lipid A
substitutions (Fig. 1) are infrequently observed in E. coli in comparison to S.
typhimurium, in which lipid A variants are often expressed (7, 40, 59). In
accordance, lipid A MALDI-TOF analyses of the pst mutant K3 grown in
LP medium reveal some variations in the lipid A profile when compared to
the wild-type strain %7122 (Fig.6). By comparison with previously known
lipid A variant m/z values, a molecule corresponding to the hexa-acyl bis-
phosphorylated lipid A prototype (m/z: 1797) bearing two pEtN residues
(m/z: 2043) was identified (Fig. 6B). Other ions are also present in the K3
strain (rm/z: 1996 and 2108), but these species do not correspond with known

lipid A structures.

Microarray analysis

A microarray study of the wild-type strain 7122 and the pst mutant K3
grown in high phosphate (LB) medium was used to analysed LPS-related
genes at the transcription level (Table 2). All LPS-related genes identified
are down-regulated in the pst mutant K3 in contrast to the wild-type strain.

Many of the genes identified belong to the ECA biosynthesis pathway,
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which is encoded by a large operon that constitutes 12 genes (rfe-wzzE-
rfEDGHCA-wzxE-rffT-wzyE-rffM). Pho boxes are present upstream the
wzxE and wzyE genes as determined by using the Pho box prediction weight
matrix elaborated by Finan and colleagues (57). These genes code
respectively for a flippase involved in the movement of the ECA trimeric
sugar lipid 111 (Fuc4NAc-ManNAcA-GlcNAc-P-P-undecaprenol) across the
inner membrane and for a polymerase likely involved in ECA chain
elongation. The rfa/ gene belonging to rfaQGPSBILJYZ-waaU operon is also
down-regulated. The rfa/ gene coding for a lipopolysaccharide 1,2-
glucosyltransferase is involved in the LPS-core biosynthesis (Table 2). A
Pho box is located upstream de rfa/ gene as well as just upstream the
starting codon of the rfaP and rfaY genes, which are both kinases involved
in LPS inner-core phosphorylation. Concerning the lipid A biosynthetic
gene expression, only the eptd gene is down-regulated. This gene is an
ortholog of Salmonella pmrC involved in pEtN covalent modification of the
lipid A (31). Gene candidates coding for putative factors that could be
involved in the loss of the pyrophosphate lipid A species also caught our
attention (Table 2). Indeed, the monocistronic gene cdh encoding a CDP-
diglyceride pyrophosphatase (39) is up-regulated in the pst mutant K3. Cdh
was shown to cleave a phosphoryl group from UDP-2,3-diacylglucosamine
in vitro, but a distinct enzyme, LpxH, performs this function in vivo (2, 9).
The in vivo function of Cdh is still unknown (8, 10, 23, 39, 41).
Additionally, genes ydhJ and yeiU, which are down-regulated in the pst
mutant K3, encode undecaprenyl pyrophosphate phosphatases that remove

phosphoryl groups from inner membrane phosphate-lipid carriers. The yeiU



128

gene product was recently shown to be responsible for the synthesis of the
pyrophosphate form of the lipid A, as demonstrated by Trent and colleagues
(see discussion). The yeiU gene is located downstream of yeiR and forms an
operon with this gene. No Pho boxes were found in the promoter region of
cdh, yeiR and ydhJ genes. qRT-PCR experiments confirmed our microarray

results (data not shown).

Discussion.

In this study we show that a mutation in pst causes a significant decrease
(66%) of the 1-pyrophosphate lipid A species in high phosphate medium
(LB). This phenotype indicates that OM composition is altered in pst
mutants (Fig. 2A and C). Furthermore, it correlates with an increased
sensitivity to CAMPs. Thus, we propose that the 1-pyrophosphate of lipid
A contributes to membrane cohesion. Qur vancomycin sensitivity results
are in accordance with the presence of cell surface perturbations in pst
mutants. LPS structural features, such as the phosphorylation status of lipid
A and the inner core, are essential for maintenance of OM integrity (4, 35,
36). Divalent cations such as Mg”" bridge the phosphoryl negative charges
together acting as major cohesive factors for bacterial cell surface
components. Thus, alteration of the cross-bridging between LPS molecules
in the pst mutants might diminish the overall integrity of the cell surface.
This could overcome the reduction of the negative charge due to loss of

phosphoryl groups (54, 55).

The PMB resistance phenotype is likely dependent in part on the
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phosphorylation status of the lipid A, and the Pho regulon might play a key
role in that phenomenon. Therefore, we conducted CAMP assays as well
as lipid A structural analyses by TLC using bacteria from the low
phosphate medium LP. In pst mutants, the Pho regulon is constitutively
activated to mimick the induced state of wild-type strains. Indeed,
phenotypes displayed in pst mutants were also observed in wild-type strains
grown in low phosphate medium. In LP, both pst mutants and wild-type
strains express sensitivity to CAMPs, and the amount of 1-pyrophosphate
lipid A species is similar to that of the pst mutants grown in rich medium.
This observation indicates that the Pho regulon influences the biogenesis of

this lipid A species as well as the resistance to CAMPs.

Among gene candidates that could be involved in 1-pyrophosphate lipid A
biosynthesis, the gene yeiU that is down-regulated in the pst mutant, as
analyzed by microarray, was recently identified by Trent and colleagues to
be involved in the biosynthetic origin of the lipid A 1-pyrophosphate
moiety. Indeed, the YeiU (LpxT) gene product is identical to an inner
membrane protein previously shown to have undecaprenyl pyrophosphate
phosphatase activity (12), but also appears to catalyze the transfer of a
phosphoryl group from the Css-undecaprenyl phosphate lipid carrier to the
C-1 phosphate of the lipid A molecule (40) (Tran et al., American Society
for Microbiology 107™ General Meeting, Toronto, May 2157, 2007).
However, no Pho-boxes were found in the promoter region of the yeiRU
operon. It is also possible that other candidates under the control of

PhoR/PhoB participate in this modulation. As the induction of the Pho
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regulon controls phosphate scavenging in phosphate-limiting environments,
the cell’s richer sources of phosphate, such as lipid A pyrophosphate, could
provide P; to ensure its availability for metabolism and essential phosphate-

containing structures.

By in silico and microarray analyses, we also identified differentially
expressed genes involved in LPS biosynthesis in the pst mutant K3.
Strikingly, two genes belonging to the identified rfaJ operon, rfaP (waaP)
and rfaY, possess Pho boxes in their promoter region and encode enzymes
involved in the phosphorylation of the LPS inner-core (Table 2). As
discussed above, loss of phosphoryl groups in the inner core of LPS can
result in substantial cell surface perturbations. Thus, it is possible that Pho-
dependent dephosphorylation of the LPS inner-core could influence cell
surface properties. Although we did not observe any changes in O-antigen
and/or ECA profiles (Fig. 3A), our microarray results suggest that molecular
changes could indeed occur within the LPS structure in the pst mutant
strains. Down-regulation of some of the ECA biosynthetic genes, such as
the putative ECA polymerase wzyE gene, which also possesses a Pho box, is

in accordance with such a hypothesis.

It is well known that covalent modifications of the lipid A are involved in
resistance to CAMPs such as PMB (4, 5, 40, 50). In E. coli K12, covalent
modifications have been observed in PMB resistant strains and in
ammonium metavanadate (a non-specific inhibitor of mammalian

phosphatases) —treated cells (37, 58, 60). Also, pEtN substitution was
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observed in an enterohemorrhagic E. coli strain (EHEC; see Fig. 5A) (27).
In our study, lipid A variants were observed in APEC strains but not in
porcine EXPEC strains under low phosphate conditions. By comparison to
lipid A TLC profiles obtained with metavanadate-treated E. coli K12, we
hypothesized that lipid A variants observed in the K3 strain could
correspond to substitutions identified by Zhou et al. (1999). The MALDI-
TOF analyses confirmed the presence of covalent substitutions in the K3
prototype lipid A. One variant proved to be the species twice modified by
pEtN on the 1 and 4’-phosphate substituents (m/z: 2043) (Fig. 6B), which
was previously identified by Zhou and co-workers in their studies (1999).
However, in pst mutants, perturbation of the OM might require more than
just the presence of lipid A variants with pEtN substitutions, because, in
contrast to lipid A modification by 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-
AradN), pEIN modification alone appears to have only minor effects on

CAMP resistance (31, 47).

In conclusion, we demonstrate that the pst mutants K2 and K3 are
characterized by multiple defects in virulence attributes. We demonstrate
that one consequence of the pst mutation is a significant reduction of the
lipid A 1-pyrophosphate species and that this participates in the sensitivity
of the bacteria to PMB. However, other membrane modifications occur in
pst mutants (Lamarche et al., manuscript in preparation). All these
alterations most likely contribute to an increased permeability to
compounds, such as antibiotics or protons. This correlates with our previous

report on a pst mutant being sensitive to acid shock and exhibiting multiple
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virulence defect phenotypes (29). All together, our results strongly suggest
that some pst phenotypes are due to the constitutive activity of the Pho
regulon and that the biosynthetic pathway of the lipid A 1-pyrophosphate is

influenced by the Pho regulon.
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Bacterial strains

Relevant characteristics®

Reference or source

or plasmids
Bacterial strains
SM10Apir thi-1, leu, tonA, lacY, Miller and
supkE, recA::RP4-2- Mekalanos, 1988
Tc::Mu, Apir, Km'
XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, Stratagene
thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac[F' proAB
lacPPZAM]I15 Tnl0 (Tet)]
5131 Porcine ExXPEC Fairbrother et al., 1988
O115:K"V165":F165
K2 5131 Apst: :kan, Km' This study
CK2 K2 + pAN92, Km', Cm' This study
17122 APEC Provence and Curtiss,
078:K80:H9 gyrA, Nal’ 1992
K3 %7122 ApstCAB::kan Lamarche et al., 2005
CK3 K3 + pAN92 Lamarche et al.. 2005
Plasmids
pCR2.1 Cloning vector Invitrogen
pKNG101 Suicide vector, Sm’, Kaniga et al., 1991
sacB
pKNG800K pKNGI101 - Lamarche et al., 2005
ApstCAB: :kan, sacB,
Sm’, Km'
pAN92 pACYC184::pst operon, Jans er al., 1983
Cm’

*Kanamycin, Km"; Chloramphenicol, Cm"; Streptomycin, Sm"; Nalidixic
acid, Nal’; Tetracyclin, Tet'.
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Table 2: LPS-related genes identified by microarray experiments using Affymetrix GeneChip® E. coli Genome 2.0 Array. Also represented: some of the
gene candidates selected for a potential role in the C-1 pyrophosphate defect observed in pst mutants. Shown are the up- or down-regulated genes in the
pst mutant K3 compared to the wild-type strain x7122 for strains grown in high phosphate (LB) medium.

Genes Gene functions (or putative functions) Genomic context® Ratio P-value
variation
(Log 2)
ECA biosynthesis
weeD / TDP-fucosamine acetyltransferase involved in the biosynthesis of rfe-wzz E-rffEDGHCA-wzxE-rffT- -0,729 0,002029402
rffC Enterobacterial Common Antigen (ECA). wzyE-rffM operon
rffH dTDP-glucose pyrophosphorylase 2 involved in the biosynthesis of -0,592 0,000994308
Enterobacterial Common Antigen (ECA).
rifG dTDP-glucose 4,6-dehydratase involved in the biosynthesis of -0,952 0,00011923
Enterobacterial Common Antigen (ECA).
wecC / UDP-N-acetyl-D-mannosamine dehydrogenase / UDP-N-acetyl-D- -0,872 0,000205755
1D mannosaminuronic acid dehydrogenase involved in the biosynthesis

of Enterobacterial Common Antigen (ECA).
LPS-core biosynthesis

rfaJ Lipopolysaccharide 1,2-glucosyltransferase. RfaJ adds the third rfaQGPSBIJYZ-waalU operon -0,751 0,006725822
glucose (Glclll) to the second glucose (Glcll) of the outer core of
LPS.

Covalent modification of the lipid A

eptA S. typhymurium pmrC Ortholog: phosphoethanolamine (pEtN) Likely in operon with basRS (eptA- -0,745 0,01062587

transferase that use phosphatidylethanolamine as a donor of pEtN basRS)
for covalent modification of the lipid A.
Gene candidates selected for a potential role in the C-1 pyrophosphate defect observed in pst mutants

cdh CDP-diacylglycerol phosphotidylhydrolase monocistron 2,099 1,49E-05
yeil Hypothetical protein / Undecaprenyl pyrophosphate phosphatase yeiRU operon -0,653 0,007314727
ydhJ Hypothetical protein / Undecaprenyl pyrophosphate phosphatase ydhlJK operon -1,038 2,91E-05

*Pho box(es) are present in the promoter region of bolded genes.



P

142

HO

X,,

OHE
. (o]
® o O9p-0o . -t
HsN\/\O—gmﬂl . mnle—OH
4 0®
Oo 't ®
O "I“.!Pl_o/\/NHa

56

(o]

Figure 1. E. coli lipid A structure. Two glucosamine units are linked by a 3
1'-6 glycosidic bond to compose the lipid A backbone. Each glucosamine
unit bears a phosphoryl group and two principal R-3- hydroxymyristoyl
chains. The acyl chains of the distal glucosamine unit are further acylated
with laurate and myristate. The entire structure forms a hexa-acylated 1,4'-
bis-phosphate lipid A molecule. In approximately one third of the lipid A
population in E. coli, a pyrophosphoryl group is found in position 1 of the
carbon backbone instead of the single phosphoryl group. Additional
covalent modifications of lipid A that can be observed under certain
conditions are indicated by the dashed lines: 4-amino-4-deoxy-L-arabinose

(1.-Ara4N), phosphoethanolamine (pEtN), and palmitate.
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Figure 2. Cationic antimicrobial peptides (CAMPs) assay. The graphs show
the minimal inhibitory concentration (MICs) of CAMPs necessary to inhibit
the growth of the different strains: the EXPEC strains 5131 and 7122, their
isogenic pst mutants K2/K3 and pst complemented strains CK2/CK3
respectively. The MIC was considered the lowest drug concentration that
reduced growth >50% compared with growth in the control well. (A)
Polymyxin B MIC for strains grown in LB; (B) Polymyxin B MIC for
strains grown in LP; (C) Cecropin P1 MIC for strains grown in LB. The
MIC for both pst mutant strains, K2 and K3, was significantly lower than
for their respective parent strains. No statistical differences were observed

when the LP medium was used for bacterial growth.
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Figure 3. Vancomycin assay. The graphs show vancomycin survival of the
EXPEC strains 5131 and y7122 and their pst mutant derivatives.
Vancomycin survival was calculated from the ratio of vancomycin-exposed
to non-exposed cells. The survival for both pst mutant strains, K2 and K3,
was significantly lower than for their respective parent strains.

Complementation of the pst mutation partially restores the wild-type

phenotype.
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Figure 4. Lipopolysaccharide (LPS) analysis. (A) Classical SDS-PAGE (B)
Tricine SDS-PAGE, which gives a higher resolution of the lipid A-core
region of the LPS. Silver staining was used to reveal LPS bands. (C)
Western blot analysis using either O115 or O78 antiserum and using (D)
enterobacterial common antigen (ECA) antiserum. Shown are the results
obtained for the EXPEC strain 5131, its isogenic pst mutants K2, and pst
complemented strain CK2. Similar results were obtained with %7122, K3,

and CK3 (data not shown and Lamarche et al. 2005).
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Figure 5. Analysis of radiolabeled lipid A by thin layer chromatography
(TLC) of strains grown in high phosphate (LB) medium. The asterisks (*)
mark the position of the hexa-acylated 1-pyrophosphate lipid A. (A) E. coli
K12 MCI1061 (lane 1) compared to the EHEC O157:H7 strain (lane 2) as
established by Kim and co-wokers (2006) (27). (B) EHEC O157:H7 strain
(lane 1), ExPEC strain 5131 (lane 2), the pst mutant K2 (lane 3),
complemented ps mutant strain CK2 (lane 4). (C) Avian EXPEC strain
%7122 (lane 1), the pst mutant K3 (lane 2), complemented ps# mutant strain
CK3 (lane 3). (D) Analysis of radiolabeled lipid A by TLC of strains grown
in low phosphate (LP) medium. EXPEC strain 5131 (lane 1), the pst mutant
K2 (lane 2), complemented pst mutant strain CK2 (lane 3), avian EXPEC
strain (7122 (lane 4), the pst mutant K3 (lane 5), complemented pst mutant
strain CK3 (lane 6).
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Figure 6. MALDI-TOF analyses of lipid A from the wild-type (A) and the
pst mutant K3 (B) grown in LP medium. The prototype lipid A species
(hexa-acylated 1,4'-bis-phosphate) corresponds to the major peak in both
spectra, at a m/z of 1797. One variant that is visible in the K3 spectrum (*)
includes the addition of pEtN residues to each of the 1 and 4° lipid A
phosphate groups A (m/z: 2043).



P

148

ARTICLE 3

Growth Phase-dependent Membrane Perturbations
Occur in an Escherichia coli Phosphate Specific

Transport (Pst) Mutant Strain

Martin G. Lamarche et Josée Harel

Manuscrit soumis dans The Journal of Bacteriology

MS No. JB01601-07



149

NOTE

Growth Phase-dependent Membrane Perturbations Occur in an

Escherichia coli Phosphate Specific Transport (Pst) Mutant Strain

Martin Lamarche and Josée Harel'"

Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du Porc (GREMIP),
Université de Montréal, Faculté de médecine vétérinaire, C. P. 5000, Saint-

Hyacinthe, Québec, Canada J2S 7C6

* Author for correspondence: Josée Harel
Telephone: (450) 773 8521 ext 8233

Fax: (450) 778 8108



150

Mutation in the PstSCAB inorganic phosphate transporter results in
multiple sensitivity phenotypes and loss of virulence of the ExPEC
strains. Our results show that a Pst mutant is subject to growth-
dependent increases of the permeability of the outer membrane that

are concomitant with an imbalance of fatty acids.
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The Pho regulon is the major gene network involved in phosphate
acquisition and utilization when phosphate-limiting conditions occur. Pho is
controlled by the two-component regulatory system PhoR/PhoB that

responds to environmental inorganic phosphate (P;) concentration (25). The

specific phosphate transport system (Pst) belongs to Pho and is encoded by
the pstSCAB-phoU (pst) operon. The PstSCAB proteins form an ABC
transporter involved in P; uptake, while PhoU is required to repress Pho in
high phosphate conditions (23, 26). Constitutive expression of Pho is
observed when genes of the pst operon and the phoR gene are mutated (23,
24, 27). Furthermore, mutations in Pst affect survival and virulence of
many bacteria (14). A pst mutant of the EXPEC strain 5131, the strain K2,
is sensitive to both the bacteriolytic effect of serum and cationic
antimicrobial peptides (CAMPs) (8, 10, 12, 13, 15). In addition, K2 was
recently shown to produce less Cl-pyrophosphate lipid A when high
phosphate medium was used for growth (13). This phenomenon was shown
to be influenced by the Pho activation state (13). This lipid A phenotype
could explain only in part the K2 multiple defect phenotypes. Our previous
results indicate that the outer membrane (OM) properties could be affected

in K2. We undertook different experiments to resolve this issue.
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The pst mutant K2 has an increased outer membrane
permeability in early stationary phase of growth. The OM permeability
was evaluated using [-lactamase activity dosage assays via nitrocefin
permeation through the OM of intact cells. Since nitrocefin is a
chromogenenic substrate of B-lactamase, it is possible to quantify the
amount of degraded nitrocefin and to correlate it with OM permeability.

Experiments were undertaken as described in a previous study but
with slight modifications (2). Cells from 3-h (exponential phase of growth)
or 5-h (early stationary phase of growth) LB cultures were centrifuged and
resuspended in 10 mM Na-HEPES pH 7 buffer plus 5 mM MgCl, to obtain
an ODggp = 1.0. This suspension was divided into two samples and kept on
ice. Cells from one sample were broken by sonication and 100 ml of whole
or broken cells was added to 0.65 ml of nitrocefin (purchased from
Calbiochem; catalogue # 484400) solution at 0.1 mg/ml in a l-cm
spectrophotometer cuvette. The kinetics of nitrocefin hydrolysis was
monitored at ODy¢5. Blank references were made by mixing 0.65 m! of the
nitrocefin final solution with 100uL of cell supernatant, obtained by
centrifuging 200 pL of the corresponding cell suspension for 1 min.

In the exponential phase of growth, K2 has a similar OM
permeability index (S/S.; see Table 1) to that of wild-type 5131. In

contrast, when cells were grown to early stationary phase, K2 shows a
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remarkably increased OM permeability (2.8-fold), in contrast to 5131
(Table 1). CK2 has phenotypes similar to 5131. Strikingly, for cells in the
exponential phase of growth, no synergic effects between K2 lipid A
phenotype (13) and OM permeability defect could explain its multiple
defect phenotypes. Since OM permeability changes occur specifically in the
early stationary phase of growth, some of pst mutant phenotypes could

certainly be correlated with specific growth stages.

The pst mutant K2 is sensitive to acid shock. Acid shock of the
cell cultures was carried out by using protocol A from Chang and Cronan
(1999) (4). Strains were grown to the early stationary phase in LB. Prior to
acid shock, viable cell counts were undertaken by spreading out dilutions of
the suspension on LB agar plates (pH 7). Then, HCI (1.7 N) was rapidly
added to cultures grown in LB medium until a pH of 3 was reached. The
pH values were monitored by pH measurements on identical but separate
cultures. After acid addition, the cultures were shaken at 37°C and at
different times, aliquots were diluted and plated for colony formation on
LB plates. The survival rate was calculated as the CFU determined at each
time point over the initial CFU present at time zero.

The pst mutant K2 is sensitive to acid shock (Fig. 1). Moreover,

after 4 h of acid exposure, K2 has roughly a survival rate that is 2.5-fold
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decreased compared to the wild-type. However, significant differences
were only observed between K2 and CK2. Indeed, complementation of the

pst mutant K2 restores a high level of acid resistance.

An imbalance of FAs is caused by a both mutated and over-
produced Pst system for E. coli in the stationary phase of growth. The
acid resistance of individual strains of E. coli was suggested to be
correlated with membrane CFA content (4). Thus, the FA composition of
5131, K2 and CK2 was determined by gas chromatography (GC) using the
method described in Paisley (1999) (16).

For FA analysis, bacteria were grown either on LB or low phosphate
(LP) medium agar. Approximately 40 to 50 mg (wet weight) of cells in the
early stationary phase was harvested from each plate and the FA were
extracted and methylated. Saponification by sodium hydroxide in methanol
was performed to liberate the FA from the cellular lipids. Formation of FA
methy! esters was performed by using hydrochloric acid in methanol. The
FA methyl esters were identified using a Hewlett Packard GC. The
reproducibility of the chromatographic technique was determined by
analysis of a standard mixture within every run.

In LB, 5131 exhibits an FA profile similar to that generally

observed for E. coli (6, 7). The FA C12:0 (lauric acid), C14:0 (myristic
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acid), C16:0 (palmitic acid), and C18:1w7c (cis-vaccenic) are the major FA
(Table 2). When 5131 grown in LP is compared to 5131 in LB, a higher
composition of cyclopropane FA (CFA) C17:0 cyclo (21.03 LP versus
17.02 LB) and a lower composition of its unsaturated FA (UFA) precursor
16:1w7c (2.12 versus 3.71) is observed. A lower composition of C18:1w7¢c
(4.31 versus 6.71) is also observed (Table 2). Although the Pho regulon is
derepressed in 5131 grown in LP and in K2 in LB, their FA composition
differs. Also, for K2, no statistically significant differences with the FA
composition of wild-type strain grown in LB could be identified because
the standard deviations of the mean values are very important. Strikingly,
important variations in FA composition only occur within K2 CFA and
their UFA precursors. The most important divergence between FA
composition of K2 and 5131 grown in LB is the relative amounts of UFA
Cl18:1w7c (8.94 for K2 versus 6.71 for 5131) and C16:107¢c (4.95 versus
3.71, respectively) (Table 2). However, the percentage of CFA is similar in
K2 and in 5131 when both are grown in LB. Noticeably, the FA profile of
complement CK2 is different to that of 5131 in LB. Indeed, the CFA, C17:0
cyclo (14.56 for CK2 versus 17.02 for 5131) and C19:0 cyclo (5.44 versus
8.57) are lower than in 5131 and the relative amount of their respective

precursors C16:1w7¢ (8.11 versus 3.71) and C18:107c (13.75 versus 6.71)
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are higher than in 5131 grown in LB (Table 2). This indicates that the
presence of the pst operon in multiple copies as it is carried by the medium
copy vector (PACYCI184) in CK2 also influences the FA composition.

We showed that in LP medium, which induces the Pho regulon in
wild-type, there is an increased CFA biosynthesis concomitant with a
decrease in their UFA precursors. Conversely, when Pst was overproduced
by a medium copy plasmid in CK2, the percentage was decreased in CFA
and increased in UFA. Moreover, in pst mutants grown in LB, where Pho is
constitutively activated, unstable profiles of some UFA and CFA are
observed. This suggests that Pst influences the FA composition in
membranes, particularly UFA and CFA. Interestingly, four genes involved
in FA biosynthesis were found to possess Pho boxes in their promoter
regions as determined by using a Pho box prediction weight matrix (28);
that is, fabR, fabA, fadB and fadL. FabA and FabB jointly produce a
primary key molecule (cis-5-ene-3-ketododecenoyl-ACP) that is essential
in subsequent steps leading to UFA biosynthesis (3, 5). FadL is an OM
protein involved in transport of exogenous long chain FA (LCFA) (21, 22)
and is a major player in downstream FA genes transcriptional regulation
(9). Thus, in pst mutants, constitutive activation of PhoR/PhoB could be
implicated and participate in the UFA and CFA imbalance by directly

affecting FA key regulator and biosynthetic genes.
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Chang and Cronan (1999) have shown that the absence of the cfa
gene, converting UFA into CFA, rendered the bacteria more sensitive to
acid shock. It is possible that the unstable profiles of UFA and CFA
contribute to acid sensitivity of the K2 mutant. Indeed, a mutation in the pst
genes could also cause a different CFA pathway regulation due to its effect
on the alternative sigma factor RpoS (c°). Indeed, the cfa gene is
controlled, in part, by ¢* (4). The Pho regulon has been shown to influence
c° cellular amounts by affecting the key regulatory molecule ppGpp (11,
17, 19, 20). Moreover, the pst operon has recently been shown to possess,
within its own transcript, a regulatory sequence that enhances rpoS
translation (18). On the other hand, the different composition of CFA and
corresponding UFA in CK2 might contribute to its acid resistance.

Finally, since CFA and UFA are essential for membrane properties,
and changes in their composition affect structure and function of cell
surface components (1, 7), it is likely that a mutation in pst could cause the
observed increases of OM permeability. This would contribute to the

susceptibility of pst mutants to acid shock and to other antibacterial factors.
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TABLE 1: B-Lactamase activities and nitrocefin permeation through the outer membrane of
the 5131 ExPEC strain and its isogenic pst mutant®

B-Lactamase activity

Cellular (nmol of nitrocefin Crypticity”

. hydolyzed/mg of cell dry (activity of broken So/Se’
phase of  Strain  Phenotype . . A
rowth weight per min) cells/activity of  (calculated)
8 Whole Sonicated whole cells)
cells broken cells i

5131  wild-type 2.19 94.70 43.25 107.27
Exponential K2  Apst::km® 2.02 96.80 48.03 138.33
CK2 K2+pAN92 2.67 112.20 41.97 172.41
5131  wild-type 0.029 3.05 104.39 549.48
Stationary’ K2 Apst::km® 0.08 3.90 48.13 195.98
CK2 K2+pAN92 0.04 4.55 110.15 396.09

TN
| |

“The B-Lactamase activities given are the means of three biological replicates.

®The crypticity reflects the barrier function of the outer membrane. Crypticity decreases as the
permeability increases.

“The ratio of the calculated medium concentration (Sp) to the periplasmic concentration of
nitrocefin (S,) gives an accurate measure of the outer membrane permeability, taking into
account the Kinetics of hydrolysis of nitrocefin in the periplasm. It can be calculated from the

equation: S, =

“(Vie Km) / (Vmax - V), where V| is the rate of hydrolysis in intact cell.

Permeability increases as the ratio increases.
dSigniﬁcant differences were observed between 5131/CK2 vs K2 psf mutant strains. One-way
ANOVA followed by a multiple-comparison Tuckey test were performed.



C

'./d_ H\‘.
[

163

Table 2. Fatty acid profiles® of the mutant strains compared to the wild type 5131 strain
obtained by gas chromatography in high (LB) or low phosphate (LP) media

Fatty acids 511J3P 1 513331 Kz(A,];jg:kapl) CK2(K7L+BpAN92)
C12:0 ALDE 0.11 0.39 £ 0.56 0.51+0.59 0.09
C12:0 3.64+0.01  3.41+0.20 3.16 +0.07 3.26 % 0.05
C14:0 10.1140.02  9.08+0.37 8.55+0.76 7.65+0.23
C16:0 39.98+0.05 4249+0.99  39.83+1.47 37.88 + 0.58
Cl17:0CYCLO  21.03+032 17.024+042  17.58+1.69 *14.56 + 0.57
C18:1 o7 431030  6.71+0.17 8.94 +2.95 *13.75 £ 0.44
C18:0 0.36 0.51 £ 0.08 0.47 +0.09 0.66 % 0.46
C19-1 Iso 0.39+001  0.32+0.15 0.27 + 0.09 0.28 + 0.08
C;zio CYCLO 9.09+0.09  8.57+0.55 8.31 £2.50 *5.44 + 0.43
[6))

IC;L?":O SOH/I6:T  828+0.09  750£046  7.324027 7.66 + 0.19
C15:0 Iso 212+0.09  3.71+0.08 4.95+2.24 *8.11 +0.27

20H/16:1 w7c?

"Percentage of total cellular fatty acids. Fach strain was analyzed on three occasions.

bRepresents structurally similar fatty acids that cannot be resolved by the methods used

*Significantly different than 5131 (LB) P < 0.05. The mean values were calculated from at

least three replicates. A One-way ANOVA followed by a multiple comparison Tuckey test

were applied.
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Fig 1. Acid shock resistance experiment. Survival of wild-type strain 5131
and mutant derivatives exposed to LB medium (pH 3) for various periods
of time. @, strain 5131 (wild-type); A, strain K2 (ApstCAB::kan); A,
strain CK2 (K2 [pAN92]). In vitro acid shock tests were carried out on
early stationary phase cultures without habituation at 37°C. The mean
values were calculated from at least three replicates. A One-way ANOVA

followed by a multiple comparison Tuckey test were applied.
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Le régulon Pho permet a plusieurs types de bactéries de s’adapter
rapidement et de survivre dans des conditions ou le phosphate environnemental
est rare. Comme vu précédemment, le systéme Pst est un régulateur du TCS
PhoR/PhoB. Aussi, une mutation dans Pst cause I’activation ou la répression
continue de la transcription des génes appartenant au régulon Pho. Des études
antérieures effectuées au GREMIP ont démontré qu’une mutation dans Pst,
chez une souche ExPEC porcine, engendre des effets multiples qui ménent a
I’avirulence de celle-ci. Notre équipe s’intéresse aux bases moléculaires qui
pourraient expliquer ces phénoménes. Les données colligées dans ces études
nous ont permis d’établir I’hypothése qu’une des conséquences d’une mutation
dans le systéme Pst est I’induction de changements au niveau de la composition
des structures de la surface bactérienne. Ces structures seraient associées a
certains traits de virulence. Ainsi, le présent projet visait a identifier des
composantes de la surface bactérienne affectées par une mutation dans Pst.
Parmi les effets recensés, nous voulions déterminer lesquels peuvent étre
associés a la virulence bactérienne. De plus. nous voulions vérifier si les
souches ExPEC O115 et O78, d’origines porcine et aviaire respectivement, sont
affectées de fagon similaire par une mutation dans Pst. De fagon générale, les
résultats obtenus dans la présente étude nous ont permis d’établir que
P’activation du régulon Pho a un effet global sur les EXPEC leur permettant non
seulement de s’adapter et de survivre dans un environnement pauvre en
phosphate, mais aussi de répondre adéquatement a différents stress et

d’exprimer des caractéristiques associées a la virulence.
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1. L’état d’activation continue du TCS PhoR/PhoB chez les
mutants pst

Chez les mutants pst, le TCS PhoR/PhoB est activé de fagon continue et
ce, indépendamment de la teneur en phosphate du milieu environnant. En effet,
les analyses par RT-PCR (Figure 1; article 1, page 105) confirment la
surexpression du régulon Pho chez les mutants pst (130). Ce mouvement au
niveau génique se traduit au niveau du phénotype cellulaire tel que démontré
par les dosages de la phosphatase alcaline PhoA. En effet, en milieu riche en
phosphate (LB), I’activité de PhoA est trés élevée chez les mutants pst
comparativement aux souches Sauvages et aux mutants ps/ complémentés
(Section résultats, article 1, page 84 et données non publiées). Dans la présente
étude, il a été démontré qu’une mutation dans I’opéron psr atténue fortement la
virulence des souches ExPEC 5131 et %7122 et affecte certains de leurs
attributs. Puisque différents systémes peuvent permettre Pacquisition du
phosphate dans les conditions étudiées, il est vraisemblable que I’activité
continue du TCS PhoR/PhoB soit le déterminant majeur des phénotypes
observés chez les mutants pst. Certains des résultats obtenus au cours de cette

€tude ainsi que d’autres études appuient cette affirmation.

2. Modg¢les d’infections expérimentales

2.1 Les mutants pst isogéniques des souches ExXPEC 5131 et 47122 sont
fortement atténués pour la virulence dans des modéles
expérimentaux d’infection porcine et aviaire



PN

168

Des études antérieures ont démontré que, dans un modéle expérimental
d’infection porcine, un mutant pst isogénique de la souche ExPEC 5131 est
rapidement éliminé du systéme vasculaire et est incapable de coloniser les
organes extra-intestinaux (49). Dans I’article 1, il est démontré qu’une mutation
dans pst chez la souche APEC y7122 réduit sa capacité a causer des
colibacilloses chez la volaille (Table 2; article 1, page 104). Ce mutant cause
significativement moins de lésions et est moins apte a se multiplier et a persister
dans un modéle expérimental d’infection chez le poulet. Cependant,
contrairement au mutant ps¢ porcin, le mutant pst aviaire est retrouvé dans la
circulation systémique aprés 48 heures (Figure 2; article 1, page 106). Ce
mutant survit donc aux étapes précoces de l’infection dans ce modéle
d’infection tout en étant grandement atténué pour la virulence. Ainsi, les
cinétiques d’infection des mutants pst porcin et aviaire sont différentes. Ceci
pourrait étre di a des différences structurales et physiologiques entre ces deux
mutants. Comme il sera expliqué dans la section 3, il est aussi vraisemblable
que ces observations soient causées en partie par des différences entre les

systeémes de défense du porc et de la volaille.

2.2 Autres études associant Pst 4 la virulence de pahtogénes extra-
intestinaux

Plusieurs autres études établissent des corrélations entre la virulence et
le systeme Pst. Cela accentue I’importance de ce systéme dans la virulence, non
seulement des souches ExPEC a I’étude, mais aussi d’autres souches d’E. coli

et autres especes bactériennes. Un mutant phoU de la souche d’E. coli
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uropathogene (UPEC) CFT073 perd sa capacité a coloniser le tractus urinaire
de fagon compétitive dans un modele murin d’infection (UTI : « urinary tract
infection ») (32). Un mutant pst de Proteus mirabilis perd aussi son plein
pouvoir de virulence dans un modéle d’UTI (36). De fagon similaire, un mutant
pst d’une souche pathogeéne d’ Edwardsiella tarda, un pathogéne de poissons et
de mammifeéres, est caractérisé par une capacité réduite a se multiplier dans les
phagocytes et dans le sérum. Ce mutant psf est fortement atténué pour la
virulence (234). Des études de protéomique comparative ont révélé que
certaines protéines du systéme de sécrétion de type Il (T3SS) ainsi que
d’autres protéines impliquées dans la virulence sont absentes chez le mutant pst

d’E. tarda (198).

2.3 Autres études associant Pst a la virulence de pathogénes intestinaux

De plus, le systéme Pst influence des mécanismes de virulence qui ne se
limitent pas aux infections extra-intestinales. Par exemple, un mutant pst d’une
souche pathogéne intestinale d’E. coli (EPEC) produit significativement moins
de lésions attachantes et effagantes dans un modéle iléal d’infection ex vivo
(17). Chez Shigella flexneri, une mutation dans pst réduit, de facon Pho
dépendante, la capacité de ce pathogéne a former des plaques sur des
monocouches de cellules de Henle, une caractéristique associée a la virulence
de S. flexneri (214). De fagon similaire & ce qui est observé chez E. tarda,
I’expression de certains génes d’un T3SS est influencée par PhoR/PhoB chez

Salmonella enterica Serovar Typhimurium (19, 143).
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24  Autres études qui démontrent Pimportance du TCS PhoR/PhoB
pour la virulence bactérienne

L’influence du systéme Pst sur la virulence doit certainement s’effectuer
par le biais de I’activation continue du TCS PhoR/PhoB, puisque I’inactivation
de ce dernier a des effets notables sur la virulence bactérienne. Par ailleurs,
plusieurs génes pouvant étre associés a la virulence sont surexprimés chez la
souche sauvage de Vibrio cholerae O1 par rapport a ce qui est observé chez son
mutant isogénique phoB (124, 265, 266). De plus, ce mutant est caractérisé par
une capacité diminuée & coloniser iléon de lapin lors d’une infection
compétitive avec la souche sauvage. Les résultats de I’équipe de von Kruger
(1999) sont surprenants puisque la concentration en phosphate dans I'intestin
est elevée (265). Le régulon Pho devrait donc étre réprimé dans ces conditions.
Cette observation suggére qu’un stimulus, autre que le phosphate, rencontré
dans le petit intestin pourrait agir comme inducteur du TCS PhoR/PhoB. En
utilisant  différentes techniques permettant d’identifier les génes dont
expression est nécessaire & Iinfection, plusieurs études ont montré que
certains des génes appartenant au régulon Pho sont nécessaires a I’expression

du plein pouvoir pathogéne (Table 1; article 4, annexes, page Xxxviii).

3. La surface bactérienne et le régulon Pho

3.1 Tests de résistance au sérum et aux peptides cationiques
antimicrobiens (CAMP)

3.1.1 Les mutants pst sont sensibles a effet bactéricide du sérum
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De fagon générale, chez les APEC, seulement les souches résistantes au
sérum sont capables d’envahir et de survivre dans le sang dés les premiéres
étapes de I’infection (30, 156). Cette caractéristique rend ces souches aptes &
causer la septicémie et la mort chez la volaille (129). Nous avons montré que le
mutant psr aviaire (K3) est capable de résister a ’effet bactéricide du sérum de
poulet (Figure 3B; article 1, page 107) et est effectivement retrouvé dans le
sang des poulets aprés 48 heures (Figure 2; article 1, page 106). Cependant, K3
n’est pas résistant au sérum de lapin (Figure 3A; article 1, page 107). Il est
possible que des différences entre le sérum de poulet et de lapin soient
responsables de ce phénomeéne. Puisque les composantes bactéricides du sérum
de poulet sont peu connues, il est difficile d’expliquer ce phénomeéne (125,
131). En connaissant les mécanismes bactériolytiques du sérum poulet, il
pourrait étre possible d’identifier une ou des composantes de la surface
bactérienne importantes pour la survie du mutant K3 dans cet environnement.
Le mutant pst porcin (K2) est aussi sensible au sérum de lapin (données non
publi¢es). Malgré le fait que ce mutant n’ait pas été testé in vitro pour la
résistance au sérum de poulet et de porc, le mutant pstC::TnphoA de la souche
5131 est rapidement éliminé de la circulation systémique dans des modéles
d’infection utilisant le poulet ou le porc (166). Par conséquent, K2 est
vraisemblablement non résistant au sérum de poulet et de porc. Cela explique
les différences entre le comportement des mutants ps dans leur modéle
expérimental d’infection respectif, soit le résultat de différences entre le

systéme de défense inné du porc et celui du poulet. La résistance au sérum de
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poulet observée chez le mutant K3 pourrait résulter de structures de la surface

bactérienne qui ne seraient pas affectées par la mutation dans pst.

3.1.2 Les mutants pst sont sensibles aux peptides cationiques
antimicrobiens (CAMP) polymyxine B (PMB) et cécropine Pl
(CPl)

Nous avons montré qu’une mutation dans pst cause une augmentation
de la sensibilité¢ des souches EXxPEC 5131 et 7122 a la PMB et a la CP1
lorsque ces souches croissent dans un milieu riche en phosphate comme le LB
(Figure 2A et C; article 2, page 143). L’une des premiéres ¢tapes du mécanisme
moléculaire d’action de la PMB est sa liaison au lipide A. Certaines cécropines
lient aussi le lipide A (52). De plus, seulement un sixiéme des LPS sont liés par

ces CAMP a concentration saturante, suggérant que des structures spécifiques

sont ciblées par ces molécules antimicrobiennes (155).

3.1.3 La complémentation des mutants pst

La complémentation des mutants pst rétablit les phénotypes sauvages de
résistance au sérum (Figure 3; article 1, page 107) et aux CAMP (Figure 2;
article 2, page 143). Les phénotypes de sensibilité observés chez les mutants pst
sont donc causés par I’inactivation de pst et non par des effets polaires sur des

genes situés en aval de 1’opéron pst.

3.2 Quels facteurs peuvent expliquer ces phénotypes de sensibilité?
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Ces attributs de virulence, affectés chez les mutants pst, pourraient étre
associés a des changements & la surface bactérienne. En effet, les propriétés des
différentes structures de la surface bactérienne comme la CPS, les LPS (285),
les phospholipides et les OMP, contribuent a la résistance bactérienne envers

les molécules du complément et des facteurs de la réponse immunitaire innée.

3.2.1 Modifications Pho-dépendantes de structures de la surface
bactérienne

Puisque le TCS PhoR/PhoB est activé de fagon continue chez les
mutants pst, la premiére question que nous nous sommes posée est : existe-t-il
des précédents en ce qui concerne la modulation des structures de la surface
bactérienne en réponse a un environnement pauvre en phosphate? En effet, les
bactéries peuvent modifier la composition des structures de la surface
bactérienne afin d’économiser le phosphate cellulaire. Par exemple, en
condition de carence en phosphate, Bacillus subtilis induit la synthése d’acide
teichuronique, qui ne contient pas de phosphate, pour remplacer ’acide
teichoique, riche en phosphate, normalement retrouvée au sein de sa paroi
cellulaire. Les génes de biosynthése des acides teichoique et teichuronique sont
sous le contréle du TCS PhoR/PhoP chez B. subtilis (140, 141, 183). Ce TCS
est homologue au TCS PhoR/PhoB d’E.coli. Par ailleurs, chez des mutants du
systéme de transport spécifique du phosphate chez S. meliloti, des lipides ne
contenant pas de phosphate remplacent les phospholipides (78). Le régulon Pho
est aussi activé de fagon continue chez ces mutants. Une mutation dans phoB

rétablit le phénotype sauvage indiquant que le régulon Pho est impliqué dans le
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contrle de génes de la biosynthése des lipides (12, 299, 300). Finalement, en
situation de carence environnementale en phosphate, PhoB induit la synthése
d’exopolysaccharides importants pour I’invasion des nodules racinaires (158,
212). Ces études appuient I’hypothése que des structures de la surface cellulaire
peuvent €tre modifiées chez les mutants pst K2 et K3. Ces changements
pourraient contribuer a la sensibilité au sérum et aux CAMP observée chez ces
mutants. Nous avons donc entrepris de caractériser différentes structures de la

surface bactérienne.

3.3  Analyse des LPS et CPS

3.3.1 Les analyses SDS/Tricine-PAGE et Western blot n’ont pas
révélé de différences dans les profils LPS des souches

Les LPS composent une barriére de premier plan contre les attaques de
Penvironnement, incluant celles subies & ’intérieur de I’hdte. En effet, les LPS
peuvent interférer dans la progression de molécules antibactériennes, comme le
MAC et les CAMP, vers la ME. Ainsi, le patron d’expression des LPS ainsi que
certaines propriétés immunochimiques furent tout d’abord analysés chez les
souches ExPEC 5131 et 47122 et leurs mutants dérivés. Nous n’avons observé
aucune différence par SDS-PAGE et Western blot entre les profils LPS des
souches parentales 5131 et %7122, leurs mutants isogéniques et les souches
mutantes complémentées (Figure 4A, B et C; article 2, page 145). Cependant,
étant donné la nature de ces analyses, il n’est pas exclu que des modifications
moléculaires, non détectables par ces techniques, puissent se produire au sein

des LPS chez les mutants pst.
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3.3.2 Le matériel capsulaire des souches ExPEC 5131 et 37122

Les souches 5131 et 7122 possédent des capsules atypiques similaires
a I’antigéne O (« O-like ») (Voir section 5.4, p.65). Tout comme pour les LPS,
la chaine saccharidique de cet antigéne capsulaire est ancrée a la ME de la
cellule bactérienne par une molécule de lipide A. Les capsules de type « O-
like » peuvent masquer certains déterminants antigéniques des LPS et
provoquent un encombrement stérique a la surface de la cellule. Ces capsules
de faible charge négative contribuent également a la résistance aux molécules

bactéricides, comme les CAMP, de par leur propriété électrostatique.

La quantité relative de CPS fut déterminée indirectement par le biais de
dosages des sucres totaux (60). Nous n’avons pas observé de différence dans la
quantité¢ de sucres totaux présents chez les souches EXPEC %7122 et 5131 et
chez leur mutant pst isogénique (données non publiées). Puisque nous n’avons
pas noté de différence majeure dans la quantité relative de LPS présents chez
ces deux souches, les résultats du dosage des sucres totaux suggérent qu’il n’y a
pas de différence au niveau de la quantité des sucres capsulaires. Ces résultats
ne sont pas en accord avec ceux faisant partie de I’étude effectuée par Ngeleka
et al. (1992) dans laquelle il est montré par ELISA compétitif qu’un mutant pst
de la souche ExPEC 5131 posséde moins d’antigénes capsulaires K « V165 »

(166).



176

3.3.3 Les groupements a charge négative situés dans le noyau des
LPS sont importants pour la stabilité et Dintégrité
membranaire

Le statut de phosphorylation des LPS, particuliérement celui du noyau

des LPS, est un déterminant pour la stabilité de la ME. Différents cations
divalents, principalement le Mg™" et le Ca®', lient les charges négatives des LPS
et créent des pontages croisés entre ces super structures. Ainsi, les cations
divalents sont des facteurs de cohésion de premiére importance pour les
différentes structures de la surface cellulaire. Ceux-ci participent & I’efficacité
de la ME comme barriére contre les protons, les détergents, les molécules
bactéricides du complément, les CAMP, les antibiotiques, etc. De plus, les
cations divalents bloquent les sites de liaison de différentes molécules
antibactériennes, forgant ainsi leur déplacement compétitif de la surface
bactérienne. La sensibilité accrue des mutants pst a I’effet bactéricide du sérum
(Figure 3A; article 1, page 107) et aux CAMP (Figure 2; article 2, page 143)
suggerent que la mutation dans pst entraine vraisemblablement des
modifications de certaines structures de la surface bactérienne. Puisque les
CAMP entrent en compétition avec les cations divalents pour lier les
groupements phosphoryles, il est raisonnable de croire que I’abaissement du
nombre de pontages croisés participe aussi aux phénotypes de sensibilité de par

leur importance pour I’intégrité de la ME.

3.3.4 Analyses du lipide A en milieu riche en phosphate
La polymyxine est un CAMP pour lequel les mécanismes de résistance

bactériens dépendent fortement des modifications covalentes de la structure du
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lipide A (27). L’analyse TLC du lipide A radiomarqué révéle qu’il y a une
diminution de la quantit¢ de lipide A hexa-acyle-1-pyrophosphate d’environ
66% chez les mutants pst (Figure 5B et C; article 2, page 146). Puisque cette
diminution varie simultanément avec ’augmentation de la sensibilité des
souches a la polymyxine (Figure 2A et C; article 2, page 143), nous proposons
que le pyrophosphate du lipide A, tout comme les groupements phosphoryles
du noyau des LPS, soit un facteur important pour le maintien de I’intégrité et de
la cohésion de la ME. Ainsi, la diminution du nombre de pontages croisés
résultant de la perte du pyrophosphate du lipide A participerait a la
déstabilisation membranaire observée chez les mutants pst. La diminution de la
charge négative a la surface cellulaire, causée par I’abaissement de la quantité
de lipide A 1-pyrophosphate, résulte en la perte de cations divalents. Une
mauvaise cohésion entre les molécules de lipide A est aussi susceptible de
changer la dynamique des LPS et de P’antigéne capsulaire de type « O-like »

dans le milieu extracellulaire.

De fagon similaire, chez S. Typhimurium, I’addition d’un groupement
phosphoryle sur le premier résidu heptose du noyau interne du LPS par WaaP
est essentielle pour la résistance a la polymyxine et aux molécules
antimicrobiennes hydrophobes (295, 297). En support a I’importance des
groupements phosphoryles pour la cohésion de la ME, les auteurs de cette étude
ont suggéré que la diminution de la charge négative dans un mutant waaP ne
compense pas pour les perturbations engendrées par la perte de cations

divalents de la surface cellulaire.
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3.3.5 Analyses du lipide A et de la résistance a la polymyxine en
milieu a faible teneur en phosphate

L’état d’activation continue du TCS PhoR/PhoB caractérise les mutants
pst et mime 1’état d’activation de ce TCS chez des souches sauvages en
conditions de carence en phosphate. Afin d’évaluer le role de Pho dans le
phénotype de lipide A 1-pyrophosphate et de sensibilité¢ a la PMB, nous avons
décidé d’évaluer la résistance a la polymyxine et les profils du lipide A
radiomarqué par TLC en utilisant un milieu de faible concentration en

phosphate (LP) pour la croissance des souches.

3.3.6 L’état d’activation du TCS PhoR/PhoB influence la
biosynthése du lipide A 1-pyrophosphate et la résistance a la
polymyxine

En LP, les souches ExXPEC 5131 et 37122, les mutants ps/ et les mutants

complémentés sont sensibles de fagon équivalente a I’effet bactéricide de la
polymyxine (Figure 2B; article 2, page 143). Ces souches présentent une
quantité similaire de lipide A hexa-acyle-1-pyrophosphate (Figure 5D; article 2,
page 146). De plus, ces phénotypes correspondent & ceux des mutants psf ayant
crt en milieu riche en phosphate (Figure 5B et C; article 2, page 146). Ces
résultats suggérent fortement que 1’état d’activation de PhoR/PhoB influence la

résistance a la polymyxine via un processus de modulation de 1’état de

phosphorylation du lipide A.
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3.3.7 Les maodifications covalentes du lipide A chez la souche K3

Chez E. coli, les modifications covalentes du lipide A sont observées
dans certaines conditions particuliéres et chez certaines souches. Par exemple,
certains variants du lipide A sont présents chez des mutants résistants a la
polymyxine ainsi que chez £. coli K12 traitée avec un inhibiteur non spécifique
de phosphatases, soit le métavanadate (NH4VOs3) (173, 304, 305). Des
substitutions peuvent aussi survenir chez les souches entérohémorragique d’E.
coli (EHEC) comme par exemple ’ajout d’une molécule de pEtN observée
chez la souche O157 :H7 (121). En milieu LP, nous avons observé des variants
du lipide A chez les souches APEC, mais pas chez les souches ExPEC
d’origine porcine (Figure 5D; article 2, page 146). Ces variants sont
prédominants chez la souche pst mutante K3. En comparant les profils TLC
obtenus avec celui de la souche d’E. coli K12 traitée au NH4VO;_ il a été
observé que certaines des bandes pourraient correspondre entre les deux
expériences. En effet, chez le mutant K3 en milieu LP, les analyses
spectrométriques ont permis d’identifier une molécule de lipide A hexa-acyle-
bis-phosphate portant deux substitutions pEtN (Figure 6; article 2, page 147).
Cette molécule correspond au variant EVS identifié par I’équipe de Zhou et ses
collaborateurs (1999) (304). Elle posséde un m/z de 2043 en MALDI-TOF
(304). Les variants du lipide A réduisent la charge nette négative a la surface
cellulaire, ce qui devrait normalement contribuer a la résistance aux CAMP.
Cependant, comme expliqué dans les sections précédentes, il est vraisemblable
que les perturbations membranaires se produisant chez les mutants pst

masquent completement le role biologique de ces molécules. Ces perturbations
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surpasseraient aussi la diminution de I’effet d’attraction entre la surface
cellulaire et les CAMP. Aussi, I’ajout de groupements pEtN sur le lipide A fut
démontrée comme ayant un role mineur a jouer dans la résistance a la

polymyxine (134, 244).

3.4  Le régulon Pho et le stress acide

3.4.1 Les mutants pst sont sensibles au choc acide

La résistance a I’acidité est un facteur clé de la pathogénie bactérienne.
Durant leur cycle de vie, les pathogénes bactériens doivent faire face a des
stress causés par I’acidité. Les pathogénes entériques doivent survivre a
’acidité stomacale, alors que les pathogénes invasifs doivent aussi survivre a
I’acidité des microenvironnements endosomaux. La persistance des souches
ExPEC dans les lieux d’élevage est corrélée avec la capacité de ces souches a
résister a un environnement acide (129, 204, 306). Dans I’estomac, les bactéries
doivent survivre au moins deux heures a pH 3. Cette donnée est basée sur le
temps de vidange de I’estomac chez un humain a jetn (85). La mutation dans
pst réduit grandement la capacité des souches 5131 et x7122 a survivre & un
choc acide similaire & celui rencontré dans I’estomac (Figure 1; article 3, page
164 et Figure 6; article 1, page 110). En effet, un choc acide a pH 3 sur les
mutants pst cause rapidement leur mort. Les taux de survie sont inférieurs d’au
moins 1,5 log comparativement aux souches parentales aprés 2 heures. La
complémentation du mutant pst ne rétablit pas le phénotype de résistance a

Pacidité de la souche APEC x7122. Ceci pourrait étre la conséquence d’un
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dosage inappropri¢ des génes pst portés par ce plasmide (nombre de copie

moyen).

3.4.2 Comment Pst peut influencer la résistance a acidité

3.4.2.1 Régulation de génes de résistance a l'acidité

Il a été proposé que le TCS PhoR/PhoB réponde aussi a I’acidité externe
et contrdle I’expression de génes importants pour la résistance a I’acidité. Par
exemple, le géne asr est impliqué dans la résistance a I’acidité et est soumis au
contrdle transcriptionnelle de PhoR/PhoB (221, 222, 242, 253). Asr pourrait
agir de fagon similaire & HdeA comme puit & proton ou comme protéine
chaperonne protégeant différentes protéines périplasmiques des effets délétéres
d’un pH acide et en empéchant 1’agglomération des protéines dénaturées (75,
221). Ainsi, il est plausible que [I’état d’activation continue de Pho,
caractéristique des mutants pst, contribue a la sensibilité aux stress acides des
souches ExPEC en affectant la régulation de ce type de génes qui sont
impliqués dans les mécanismes de résistance a I’acidité. De fagon similaire a ce
qui a été observé chez les mutants pst des souches ExPEC, une mutation dans
phoU augmente la sensibilité d’une souche d’E. coli K-12 a des stress causés
par la présence d’acides faibles (pH 4 en LB) (135). De plus, chez certaines
bactéries, I’expression de I’opéron pst est augmentée lorsque les cellules
subissent I’alcalinisation du milieu et ce, indépendamment de la concentration
extra-cellulaire en phosphate (6, 70, 108). Puisque le systéme Pst est un

régulateur du TCS PhoR/PhoB, I’activation du régulon Pho pourrait donc étre
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important pour une réponse a un stress acide. Le TCS PhoR/PhoB pourrait faire

partie d’un circuit plus vaste impliqué dans la réponse aux stress acides.

3.4.2.2 Roble de la porine PhoE dans le phénotype de sensibilité au
choc acide chez les mutants pst

La surface externe de la structure trimérique de PhoE posséde des
domaines hydrophobes qui peuvent permettre ’association de cette porine avec
les groupements de téte des phospholipides et avec les LPS, ce qui favorise la
stabilité de la ME (272). Cependant, la porine PhoE est aussi susceptible de
contribuer 4 la sensibilité des mutants Pst au choc acide en favorisant I’entrée
des protons dans la cellule. En effet, selon Rowbury et Goodson (1993), il est
possible que les H' se lient aux molécules polyanioniques transportées par
PhoE (210). Etant donné les effets pléiotropiques observés chez les mutants pst
qui sont en relation avec des attributs de la surface bactérienne, PhoE peut ne
contribuer que partiellement 4 la sensibilité des mutants pst au choc acide. Dans
cette situation, les défauts multiples observés chez les mutants st
surpasseraient ’effet seul de la présence de PhoE et contribueraient dans leur
ensemble a la sensibilit¢ a Dacidité. Des expériences sont actuellement

effectuées pour confirmer cette hypothése.

3.5 Membrane et perméabilité
3.5.1 Evaluation de la perméabilité membranaire
La perméabilité de la ME est un facteur déterminant dans la capacité de

diffusion des protons vers I’intérieur de la cellule. Il était donc primordial
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d’évaluer la perméabilité membranaire chez les mutants pst puisqu’elle pouvait
participer a I’effet global de sensibilité chez ces mutants. Afin d’évaluer cette
possibilité, la perméabilité membranaire de cellules intactes fut jaugée par
I’entremise de la diffusion d'une petite molécule hydrophile, la nitrocéfine, a
travers la ME. La nitrocéfine est un substrat chromogéne de la B-lactamase. Il
est donc possible de quantifier sa dégradation par spectrométrie et d’établir le
corollaire avec la perméabilité membranaire. Pour cette expérience, les souches
5131, K2 et CK2, B-lactamase positives, de méme que des cellules en phase
exponentielle de croissance ou en début de phase stationnaire de croissance

furent utilisées.

3.5.1.1 Le mutant pst K2 a une perméabilité membranaire accrue en
début de phase stationnaire de croissance

Pour les cellules en début de phase stationnaire de croissance, la
perméabilité de la ME est grandement augmentée chez le mutant K2
comparativement & la souche ExPEC 5131 et a la souche mutante
complémentée CK2 (Table 1; article 3. page 162). Cependant, pour les cellules
en phase exponentielle de croissance, aucune différence de perméabilité entre
les souches ne fut observée. Ainsi, la sensibilité des mutants pst aux CAMP et
au sérum, qui fut évaluée en utilisant des cellules en phase exponentielle de
croissance, pourrait résulter en grande partie de changements au niveau de la
composition structurale des LPS. Autrement dit, il n’y a pas d’effets
synergiques entre la perte du groupement pyrophosphate du lipide A et des

changements de perméabilité membranaire pour des cellules en phase
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exponentielle de croissance. Cependant, tel que stipulé précédemment,
’augmentation de la perméabilité de la ME chez le mutant K2 participe
vraisemblablement a la sensibilisation au choc acide. En effet, des cellules
ayant atteint le début de la phase stationnaire de croissance furent utilisées pour
les tests de résistance a I’acidité, alors que la perméabilité membranaire est

fortement augmentée chez K2.

3.5.2 Les lipides membranaires

3.5.2.1 Le systeme Pst influence la composition en acides gras
membranaires

Les phospholipides sont des constituants majeurs des membranes
cellulaires. Les acides gras (FA) sont les composantes hydrophobes des
phospholipides et déterminent, en partie, la perméabilité membranaire. De plus,
chez E. coli, la présence de CFA favorise la résistance a Pacidité (28, 40).
Ainsi, la composition en FA membranaires fut analysée par chromatographie
gazeuse (GC) chez les souches 5131, K2 et CK2 en début de phase stationnaire

de croissance.

Globalement, la présence d’écart-types importants pour certains FA
chez K2, soit les FA cyclopropane (CFA) et les UFA précurseurs, indiquent
qu’un déréglement de la biosynthése des lipides pourrait résulter en une
variation clonale des phénotypes de FA chez cette souche. Aussi, la présence de

pst sur un plasmide a nombre de copies moyen, chez le mutant pst
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complémenté CK2, modifie significativement la composition de certains FA.

Encore une fois, les CFA et les UFA sont les plus touchés.

3.5.2.2 Pstinfluence les CFA

Les analyses GC ont démontré que le systtme Pst influence la
composition membranaire en FA incluant les CFA (Table 2; article 3, page
163). Chez la souche EXPEC 5131, la croissance en milieu LP, induisant Pho,
provoque la biosynthése de CFA. La diminution concomitante des UFA
précurseurs est aussi observée dans ces conditions. Puisque le TCS PhoR/PhoB
est activé de facon continue chez les mutants ps/, peu importent les
concentrations extracellulaires en phosphate, il serait attendu que ces variations
au sein des CFA et des UFA soient aussi observées chez les mutants pst ayant
crli en milieu riche en phosphate (LB). Toutefois, chez le mutant K2, aucun
changement dans le contenu en CFA ne fut observé, alors qu’une légere
augmentation du contenu de leurs UFA précurseurs fut notée. Pour sa part, le
mutant pst complémenté CK2 est caractérisé par I’augmentation significative de
la production des UFA précurseurs et une diminution du contenu en CFA

(Table 2; article 3, page 163).

3.5.3 Intégration sur la section 3.5

Jia et ses collaborateurs (2004) ont démontré, en utilisant un chélateur
de cations (EDTA), que la perte du Mg®" et du Ca®" a la surface bactérienne
entraine I’apparition de phospholipides dans le feuillet externe de la ME (112).

Ce phénomene contribuerait & la sensibilité des mutants pst aux molécules



N

186

hydrophobes (295). Chez les mutants pst, tout comme il est observé chez les
mutants phosphate du noyau interne des LPS, il est vraisemblable qu’il y ait

apparition de domaines riches en phospholipides dans la ME.

Par ailleurs, en début de phase stationnaire de croissance, le mutant pst
K2 est sensible au choc acide simultanément a des déréglements dans la
biogénése et au niveau de la stabilité phénotypique des FA (Figure 1 et Table 2;
article 3, pages 164 et 163). Ceci pourrait étre indicateur d’un déréglement du
régulon RpoS (142). En effet, le géne cfa est régulé en partie par RpoS (40).
Comme il sera décrit dans les prochaines sections, RpoS est influencée par
I’état d’activation du TCS PhoR/PhoB par le biais de différentes voies de
régulation et est par conséquent affectée chez les mutants pst. Il est donc
possible que les mutants pst puissent souffrir d’une réponse RpoS illégitime
durant la phase stationnaire de croissance. Ceci pourrait affecter la composition

membranaire en FA et contribuer a la sensibilité des mutants pst au choc acide.

3.5.3.1 Laréponse stringente

En plus de son rdle dans la régulation des CFA, RpoS est impliquée
dans la régulation de plusieurs protéines du stress comme celles impliquées
dans I’entrée en phase stationnaire en situation de carence, dans les stress
oxidatifs, acides, de chaleurs, etc (126, 185, 225). RpoS est aussi induite en
phase stationnaire de croissance et impliquée dans I’induction de génes de
réponse aux carences en nutriments (142). Ainsi, RpoS est un facteur de

premiére importance pour la réponse cellulaire aux stress. Une étude récente a
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démontré que I’état d’activation du régulon Pho influence directement la
quantit¢ de RpoS dans la cellule. En effet, ’extrémité 3° de PARNm pstCA
(transcrit pst clivé) interagit avec la région 5° UTR (« Untranslated sequence »)
du transcrit rpoS et stimule I’accumulation de RpoS (219). RpoS a aussi une
influence directe sur I’expression des génes du régulon Pho (245). En effet, le
régulateur RpoS réprime la transcription de plusieurs génes du régulon Pho
(ugpB, phoA et phoE) alors qu’il promeut celle de I’opéron pst (245, 246).
L état d’activation du régulon Pho influence aussi RpoS, indirectement via des
effets modulateurs de la quantit¢é des molécules de stress guanosine

tétraphosphate (ppGpp) et polyP;.

Chez E. coli, 1a ppGpp est une molécule clé responsable d’induire des
changements majeurs dans le métabolisme global de la cellule en situation de
stress nutritionnels (41, 147, 180). La ppGpp est un nucléotide impliqué dans la
régulation de la réponse cellulaire aux carences en acides aminés, en P; (126) et
dans la réponse a des stress acides (194). En condition de carence, les enzymes
RelA et SpoT catalysent la synthése de pppGpp, hydrolysée par la suite en
ppGpp par GppA. L’accumulation de ce nucléotide initie I’arrét de ’expression
des ARN ribosomaux et des génes codant pour des protéines tout en favorisant
I’expression de génes de biosynthése d’acides aminés. C’est la réponse
stringente en acides aminés. Le nucléotide ppGpp induit 1’accumulation du
facteur sigma alternatif RpoS (102). Le régulon Pho est réprimé chez les
mutants rel4 et spol d’E. coli. De plus, une mutation dans pst réprime la

synthése du ppGpp (231, 233). Paradoxalement, les mutants pst accumulent
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aussi RpoS en phase exponentielle de croissance. Ce phénoméne est dépendant
de Hfq, un régulateur de post-transcription qui interagit avec différents ARNm,
et de la présence de PhoB (213). Par ailleurs, Battesti et Bouveret (2006) ont
montré que la synthése de ppGpp peut étre induite par une interaction entre
ACP (« acyl carrier protein ») et SpoT (18). ACP transporterait de I’information
a propos de I’état du métabolisme des FA dans la cellule (18). Il est donc
possible que, chez les mutants pst, des perturbations de la biosynthése des FA

affectent la réponse stringente via un effet sur ACP.

Le polyP;, est aussi une molécule synthétisée lorsque des stress
environnementaux surviennent comme par exemple en situation de carence en
nutriments ou en condition de grande osmolarité. Les cellules ayant des
déréglements au sein de leur réserve de polyP; sont caractérisées par une
réponse inadéquate aux conditions environnementales néfastes (29). Chez
certaines espéces microbiennes comme Klebsiella aerogenes et Streptomyces
lividans, la polyP; kinase (Ppk), impliquée dans la biosynthése du polyP;, est
sous le contréle du TCS PhoR/PhoB (79, 118). De fagon similaire, PhoB est
requise pour la régulation de I’accumulation du polyP; chez E. coli (164, 196).

Les mutants ppk sont aussi incapables d’exprimer RpoS.

Ainst, le régulon Pho influence la biosynthése du ppGpp, du polyP; et de
RpoS, tous impliqués dans la réponse aux stress. Ainsi, les variations de

quantités de ces molécules effectrices survenants chez les mutants phoR/phoB
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et pst pourraient engendrer une réponse aberrante a différents stress

environnementaux.

3.6 Les mutants pst sont sensibles a la vancomycine

La vancomycine est une glycoprotéine antibiotique qui interfere avec la
biosynthése du peptidoglycan en bloquant la formation des liaisons D-ala de la
chaine peptidique en croissance. Ainsi, les bactéries a Gram-négatif sont
naturellement résistantes a cet antibiotique puisque la surface cellulaire bloque
son accés & ’espace périplasmique. Cependant, puisque la ME des mutants pst
est altérée de facon importante, il était vraisemblable que les molécules de
vancomycine atteindraient ’espace périplasmique plus facilement que chez une
souche ayant une ME intégre. Les résultats ont démontré que les mutants pst
sont effectivement plus sensibles a l’effet bactéricide de la vancomycine
comparativement aux souches parentales EXPEC (Figure 3; article 2, page 144).
Ces résultats renforcent notre hypothése initiale stipulant que les perturbations
de la surface cellulaire caractérisant les mutants pst contribuent a ce que les
molécules bactéricides de I’environnent atteignent facilement ’intérieur de la

cellule bactérienne.

3.7 Ktude de transcriptomique comparative par puce 3 ADN entre la
souche APEC %7122 et K3

3.7.1 Analyses des génes de la biosynthése des LPS par puce a ADN
Nous avons identifié différents génes impliqués dans la biosynthése des

LPS qui sont exprimés de fagon différentielle chez le mutant K3 (Table 2;
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article 2, page 141). Le géne rfaJ, codant pour une glycosyl transférase
catalysant 1’ajout d’un troisiéme groupement glucose sur le deuxiéme glucose
du noyau externe des LPS, est régulé a la baisse chez K3 comparativement a la
souche parentale 3 7122. Ce géne fait partie de I’opéron rfaQGPSBIJYZ-waaU.
Tous les génes de cet opéron sont impliqués dans la biosynthése du noyau des
LPS. De plus, des analyses in silico utilisant la matrice d’indentification de
boites Pho élaborée par Yuan ef al. (2006), montrent que les génes rfaP et rfaY
possédent des boites Pho (300). Ces genes codent pour des kinases impliquées
dans la phosphorylation du noyau interne des LPS. L’opéron rfaDFCL est situé
directement en amont de ’opéron rfaQ. Bien qu’aucun des génes de cet opéron
ne furent identifiés par notre étude de transcriptomique comparative, il est
intéressant de noter que les génes rfaD et rfal possédent aussi des boites Pho.
Ces génes codent respectivement pour une ADP-L-glycero-d-mannoheptose-6-
épimérase impliquée dans la biosynthése du noyau des LPS et pour une ligase
de ’antigéne O. Ainsi, il est vraisemblable que la régulation des lots LPS soit
modulée par le régulateur PhoB dans certaines conditions d’activation du TCS
PhoR/PhoB. L’opéron rfe-wzzE-rffEDGHCA-wzx E-rffT-wzyE-rffM est impliqué
dans la biosynthése de I’ECA et est soumis & une régulation a la baisse dans le
mutant K3. Les génes wzyE et wzxE possédent aussi des boites Pho, renforgant
notre hypothése des ilots LPS. Comme présenté précédemment, les techniques
SDS-PAGE et Western blot (Figure 4, article 2, page 145) ne peuvent pas
détecter certains changements moléculaires qui pourraient avoir lieu au sein de

la structure des LPS chez les mutants pst. Il est donc possible que certaines
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substitutions, comme de groupements phosphates et glucoses, surviennent dans
le noyau des LPS chez les mutants pst. Cela contribuerait au phénotype de

sensibilité multiple observé chez ces mutants.

3.7.2 Les génes ayant un réle potentiel dans la biosynthése du lipide
A 1-pyrophosphate

Parmi les génes identifiés par les analyses de puce a ADN, différents
génes ont attiré notre attention de par leur role potentiel dans la diminution de
la quantité de lipide A 1-pyrophosphate observée chez les mutants pst (Table 2,
article 2, page 141). En effet le géne cdh est fortement régulé 4 la hausse chez le
mutant K3. Cdh est une CDP-diglycéride pyrophosphatase (189) qui fut
démontrée pour cliver le groupement phosphoryle de la molécule UDP-2,3-
diacylglucosamine in vitro (8, 34). Cependant. le rdle in vivo n’a toujours pas
été décrit (33, 35, 110, 191). Les geénes ydhj et yei U, régulés a la baisse chez K3
(Table 2, article 2, page 141), codent pour des pyrophosphate phosphatases
impliquées dans la déphosphorylation de substrats liés au transporteur lipidique
undecaprenyl de la MI. Les molécules transportées par les undecaprenyls sont

souvent des composantes structurales de la surface bactérienne.

3.7.2.1 YeiU, le facteur responsable de la biosynthese du lipide A 1-
pyrophosphate

Parmi ces candidats (Table 2, article 2, page 141), le gene yeilU qui est
régulé a la baisse chez le mutant K3, code en effet pour une enzyme

responsable de la biosynthése du lipide A 1-pyrophosphate. YeiU agit comme
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phosphatase sur le transporteur lipidique Css-undecaprenyl pyrophosphate et
transfére ensuite le groupement phosphoryle sur le phosphate situé en position 1
du lipide A. L’inactivation de yeiU cause la perte compléte du variant 1-
pyrophosphate. Le géne yeiU fait partie de ’opéron yeiRU. Cependant, aucune
boite Pho ne fut identifiée dans la région promotrice de cet opéron. Lorsque
YeiU est surproduite grace a un promoteur inductible a ’'IPTG, cette enzyme a
une activité Css-undecaprenyl pyrophosphate phosphatase trés faible
comparativement a BacA, une enzyme similaire impliquée dans la biosynthese
du peptidoglycan (28 fois plus faible) (64, 65, 250). Cela suggére que
seulement un faible taux d’activité de YeiU est nécessaire pour la formation du
lipide A 1-pyrophosphate. Ainsi, la diminution de 1’expression de yeiU qui est
observée chez le mutant pst pourrait étre la cause de I’importante diminution de
la quantité de lipide A 1-pyrophosphate qui est aussi observée chez ce mutant

(Figure 5B et C; article 2, page 146).

3.7.3 Les variants du lipide A

Les analyses par puce 48 ADN ont démontré que les génes codant pour le
TCS BasR/S (PmrA/B) sont régulés a la hausse chez le mutant K3
comparativement 4 la souche parentale x7122 (0,748 en Log2). Les genes
responsables de 1’addition de groupement L-Ara4N et pEtN sur le lipide A sont
sous la gouverne de ce TCS. Ces résultats d’analyses de transcriptomique
comparative sont en accord avec les résultats des analyses du lipide A

radiomarqué en plaque TLC (Figure 5D; article 2, page 146).
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3.7.4 Analyse des génes des voies de biosynthése des acides gras

Certains génes impliqués dans la biosynthése des FA sont aussi
exprimés de fagon différentielle chez le mutant pst K3 comparativement a la
souche APEC y7122. Cependant, puisque les analyses par puce a ADN furent
effectuées en utilisant des cellules en phase exponentielle de croissance, nous
ne pouvons que recenser ces variations sans étre certains qu’ils surviennent
aussi chez des cellules en phase stationnaire de croissance. Ainsi, les génes
fubB, fadL et yieE sont exprimés a la baisse, tandis que les génes yccX, hdhA et
cdh sont exprimés a la hausse. FabA et FabB produisent conjointement la cis-5-
ene-3-kétododécenoyl-ACP (ACP : acyl-carrier protein), une molécule primaire
essentielle aux étapes subséquentes de la biosynthése des UFA (37, 43). FadL
est une protéine transporteur localisée dans la ME et impliquée dans
I’acquisition des FA a longue chaine (LCFA) (258, 259). FadL est essentielle
pour la régulation des voies de biosynthése des FA (56). A I’aide de Ia matrice
d’identification de boites Pho élaborée par Yuan ef al. (2006), une boite Pho fut
localisée en amont du géne fadL (300). Des boites Pho ont aussi été trouvées
pour les génes fabA, fabR et fadB. FabR est un régulateur important pour la
biosynthése des UFA (302). Ainsi, I’activation constitutive du TCS PhoR/PhoB
pourrait causer des déréglements dans la biosynthése des UFA et des CFA par
le biais de 1’activité régulatrice de PhoB sur ces génes. Finalement, des analyses
de transcriptomique comparative seraient nécessaires afin d’établir si de telles
variations géniques corroborent nos résultats GC et 1’augmentation de la

perméabilit¢ membranaire.
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4.  Les biofilms et le régulon Pho

Aucune analyse faite dans cette étude ne traite des biofilms bactériens.
Cependant, puisqu’il existe aussi une relation entre le régulon Pho et la
formation des biofilms et que ces derniers sont importants pour la résistance
bactérienne, il est intéressant de relever briévement cette association qui fait

partie de la vision globale et actuelle définissant les mutants Pst.

Dans leurs environnements naturels, la plupart des bactéries ont une vie
sessile et co-habitent avec plusieurs especes de micro-organismes dans une
structure complexe appelée biofilm. Dans un biofilm, les micro-organismes
sont empétrés dans une matrice extracellulaire de polysaccharides. Les biofilms
ont un rdéle important & jouer dans la pathogénie bactérienne. En effet, les
biofilms peuvent servir a concentrer des FV dans un environnement précis
comme le tissus d’un héte. De plus, les biofilms favorisent les échanges
génétiques incluant les génes de virulence. Finalement, les biofilms servent
aussi de réservoir favorisant la protection et la dissémination des pathogenes

bactériens (50).

Une mutation dans pst abolit la capacité de formation de biofilms chez
deux espéces bactériennes colonisatrices du rhizome, Pseudomonas aerofaciens
et P. fluorescens (163). Le régulon Pho est conservé entre ces espéces
bactériennes et E. coli (162). Monds et ses collaborateurs (2007) ont récemment

démontré que chez P. fluorescens, la protéine RapA a une activité c-di-GMP
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phosphodiesterase responsable en grande partie de I’inhibition de la formation
des biofilms chez les mutants pst (161). En effet, la modulation Pho dépendante
du ¢-di-GMP intracellulaire via I’activité de RapA, est corrélée a la fois avec
une diminution de la sécrétion de [’adhésine LapA et avec une augmentation de
la dissociation de cette méme adhésine avec la surface bactérienne (161). De
plus, chez un mutant phoU d’E. coli, ’expression des génes de motilité est
fortement augmentée (135). Cela peut aussi nuire a la formation de biofilms et
au phénoméne de persistance chez les mutants pst. Chez E. coli, le régulon Pho
est aussi inter-relié avec les mécanismes de QS (53, 202), qui sont importants

pour la formation des biofilms (179).

Mises ensemble, ces études suggérent que le TCS PhoR/PhoB pourrait
jouer un role important dans la virulence des bactéries via des liens de

régulation avec les circuits de QS et de formation des biofilms.
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En conclusion, la présente recherche a démontré qu’une mutation dans
pst chez les souches ExPEC 5131 et 57122 engendre de multiples phénotypes et
affecte grandement le potentiel de virulence de ces souches. Les mutants pst
sont sensibles a différents facteurs de la défense de 1’hdte qui ciblent des
composantes de la surface bactérienne. En effet, les mutants pst sont sensibles
au sérum, a I’acidité, aux CAMP et a la vancomycine (49, 130). Nous avons
démontré qu’une mutation dans pst cause une réduction importante du nombre
de molécules de lipide A hexa-acyle-1-pyrophosphate et cet abaissement
participe 4 I’augmentation de la sensibilité aux CAMP. De plus, les résultats
obtenus suggerent fortement que les phénotypes observés chez les mutants pst
sont la conséquence de 1'état d’activation continue du TCS PhoR/PhoB et que
la biosynthése du lipide A 1-pyrophosphate est influencée par ce TCS. Il est
probable que ces phénomeénes soient causés en partie par la perte de cations
divalents a la surface cellulaire. En effet, certaines des caractéristiques des
mutants pst sont similaires a celles retrouvées chez des mutants phosphate du
noyau interne du LPS qui sont caractérisés par des phénotypes de sensibilité
multiples. Aussi, puisque le régulon Pho est impliqué dans la gestion du
phosphate cellulaire en conditions de carence en phosphate, nous proposons que
la ME, contenant une grande quantité de lipide A 1-pyrophosphate, puisse agir
comme réserve de phosphate pouvant étre utilisée si nécessaire. Le phosphate
libéré pourrait alors étre utilisé comme source d’énergie, comme facteur de

signalisation ou comme composante structurale essentielle.
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Par ailleurs, cette étude a aussi démontré qu’une mutation dans pst
engendre des défauts dans la composition des FA membranaires. Nos résultats
indiquent qu’une mutation dans pst affecte particulicrement les CFA et leur
précurseurs UFA. Chez les mutants pst, les changements dans la composition
de certaines structures de la surface bactérienne, comme le lipide A et les FA,
sont certainement la cause de I’augmentation de la perméabilité a des composés
qui sont normalement bloqués a la surface cellulaire. En plus des changements
a la surface cellulaire, il est aussi possible que les mutants pst souffrent d autres
mauvais fonctionnements dans la régulation génique en conséquence de I’état
d’activation continue du TCS PhoR/PhoB. En effet, plusieurs faits montrent des
liens de corrélation entre le régulon Pho et la réponse bactérienne aux stress. Le
statut cellulaire de certaines molécules impliquées dans la réponse aux stress,
comme le ppGpp, polyP; et le c-di-GMP, est influencé par I’€état d’activation du
TCS PhoR/PhoB. Ainsi, la régulation appropriée du circuit Pho doit étre
nécessaire pour ’expression légitime de différents attributs de virulence
incluant les composantes de la surface bactérienne, la réponse a I’acidité et la
formation de biofilms (40, 77, 93, 97, 111, 126, 182, 186, 200, 201, 247). Le
degré d’adaptation des cellules bactériennes vis-a-vis différents environnements
est souvent associé a la capacité d’une souche a occuper différentes niches
écologiques, incluant les animaux. Le TCS PhoR/PhoB est directement
impliqué dans le contrdle de génes donnant un tel avantage de fitness. Ainsi. le
régulon Pho contribue & I’augmentation de la versatilité des bactéries et en
conséquence a la virulence des pathogénes. Le comportement stochastique du

régulon Pho, caractérisé par un patron d’expression génique bimodal (tout ou
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rien), pourrait étre un phémoméne clé permettant une telle augmentation du
fitness pour les microenvironnements rencontrés chez I’humain et les animaux.

En effet, en plus des mécanismes spécialisés permettant aux bactéries de
percevoir les changements environnementaux et d’y répondre adéquatement, la
diversité phénotypique a I’intérieur d’une population de cellules bactériennes
génétiquement identiques contribue a la présence de cellules prédisposées,
permettant ainsi une réponse immédiate & des changements environnementaux
drastiques et rapides. Cette caractéristique augmente ainsi les chances de survie
a de nouveaux stress. Le TCS PhoR/PhoB et le régulon Pho sont bien
documentés en tant que systeme pour I’homéostasie cellulaire en rapport au
phosphate. Cependant, I’expression des geénes PhoB dépendants est aussi
caractérisée par un patron stochastique. Ce phénomeéne est en partie causé par
’activation de PhoB par des HK non légitimes. La boucle a rétroaction positive
du régulon Pho contribue sans doute aussi a I’émergence de phénotypes
multiples et stables & I’intérieur de la population bactérienne (227). Ainsi, le
bruit dans I’expression génique méne a I’hétérogénéité de la population
bactérienne (303). L’activation stochastique de I’expression génique est
bénéfique pour les pathogeénes bactériens lors d’une infection. Zhou et ses
collaborateurs (2005) ont fait ’hypothése que I’expression stochastique de
I’expression  génique doit permettre d’éviter I’effet d’entonnoir
(d’étranglement) lors de I’infection et ainsi favoriser la sélection des « bons
phénotypes » bactériens (303). Dans I’hdte, la pluralit¢é des phénotypes

bactériens permet la sélection de sous populations, dans des conditions pour
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lesquelles la résistance intrinséque de la cellule vis-a-vis différents stress est un

pré-requis pour survivre.

Plusieurs études ont identifié le TCS PhoR/PhoB et les génes du régulon
Pho comme étant importants pour la virulence bactérienne. Dans plusieurs
microenvironnements de 1’hdte, comme I’intestin et le sang, le phosphate n’est
pas limitant pour la croissance bactérienne. Ainsi, dans ces conditions, le
régulon Pho devrait étre inhibé. Cependant, dans des conditions de carence en
phosphate, il a été démontré que la population bactérienne exhibe une
expression bimodale des génes du régulon Pho. Donc, il est possible que
I"expression bimodale du régulon Pho survienne aussi dans des conditions in
vivo, dans lesquelles la concentration en phosphate est non limitante. Cela met
I’emphase sur la nécessité de la présence de cellules prédisposées (Pho activé)
en relation avec I’importance de I’activation du régulon Pho durant I’infection.
Dans la méme optique, ’expression de certains membres du régulon Pho
comme asr et rapA, en dessous du seuil d’activation normal du régulon Pho,
favoriserait la sélection rapide des cellules prédisposées dans des
environnements adverses. De fagon similaire, I’expression stochastique de

différents FV a aussi été observée chez plusieurs pathogénes (227).

Mises ensemble, les informations contenues dans cette étude nous
amenent a redéfinir notre vision concernant le réle du régulon Pho chez les
bactéries. Au lieu d’étre un circuit impliqué seulement dans ’homéostasie du

phosphate, le régulon Pho devrait étre inclus dans un réseau beaucoup plus
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vaste de régulation important a la fois pour la virulence bactérienne et pour la
réponse aux stress. De plus, I’expression des genes du régulon Pho survient
dans certaines conditions particuliéres indépendamment de la concentration
environnementale en phosphate. Ceci peut étre expliqué en partie par
’activation stochastique de I’expression des genes du régulon Pho. Cependant,
ceci suggeére aussi que des signaux, autres que le phosphate, sont pergus par le
TCS PhoR/PhoB ou que d’autres TCS controlent I’expression de génes
appartenant au régulon Pho. En plus du TCS PhoR/PhoB, d’autres TCS jouent

un réle dans la pathogeneése bactérienne (22).

Les TCS sont absents des cellules humaines et animales (292). Ainsi, les
TCS représentent des cibles de choix pour le développement d’agents
thérapeutiques (154, 236). Il a été montré que certains composés sont des
inhibiteurs des TCS et possédent une activité antibactérienne (14, 15, 81, 154).
Des molécules pharmaceutiques induisant ’expression du TCS PhoR/PhoB
seraient utiles comme agents thérapeutiques. Elles pourraient, en effet,
compromettre la virulence bactérienne et ainsi faciliter I’élimination du
pathogéne par les défenses de I’hote infecté, tout comme il a été observé pour
les mutants pst dans les modéles expérimentaux d’infections. La génomique et
la protéomique fonctionnelle donneront sans doute des opportunités afin de
permettre le développement de tels composés. Finalement, le régulon Pho,
incluant le systéme Pst, affecte plusieurs aspects de la virulence. Les
changements observés chez les mutants pst pourraient agir de fagon synergique

causant une diminution de la résistance a différents facteurs de stress.
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Cependant, la relation entre le régulon Pho, la réponse aux stress et la virulence
a souvent une base moléculaire inconnue, soulignant ainsi I’importance de la

recherche fondamentale dans ce domaine.
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Abstract

Bacterial pathogens co-ordinately regulate virulence factor gene expression
in response to environmental stimuli, including nutrient starvation. The
phosphate (Pho) regulon plays a key role in phosphate homeostasis. It is
controlled by the PhoR/PhoB two-component regulatory system. PhoR is an
integral membrane signalling histidine kinase that through an interaction
with the ABC-type phosphate specific transport (Pst) system and a protein
called PhoU somehow senses environmental inorganic phosphate (P,) levels.
Under conditions of P, limitation (or absence of a Pst component or PhoU),
PhoR activates its partner response regulator PhoB by phosphorylation,
which in turn up- or down-regulates target genes. Single-cell profiling of
PhoB activation has recently shown that Pho regulon gene expression
exhibits a stochastic, “all-or-none,” behaviour. Recent studies have also
shown that the Pho regulon plays a role in virulence of several bacteria.
Here, we present a comprehensive overview on the role of the Pho regulon
in bacterial virulence. The Pho regulon is clearly not a simple regulatory
circuit for controlling phosphate homeostasis; it is part of a complex

network important for both bacterial virulence and stress response.



Introduction

Phosphate is an essential nutrient for cell functions and life. It is found in
lipids, nucleic acids, proteins, sugars and is involved in many biochemical
reactions that rely on transfer of phosphoryl groups. The Pho regulon is a
global regulatory circuit involved in bacterial phosphate management
(Wanner, 1993, Wanner, 1996). It has been best studied in model cells like
Escherichia coli and Bacillus subtilis. In E. coli, the Pho regulon is
comprised of at least 47 genes (Wanner, 1996, Han, et al, 1999,
Suziedeliene, et al., 1999, Harris, er al., 2001, Baek & Lee, 2006). Recently,
additional genes with putative Pho operator containing Pho boxes have been
identified (Yuan, e al., 2006). Moreover, proteome profiles of cells grown
under phosphate-rich or phosphate-limited conditions revealed that the
overall phosphate response of E. coli could be constituted of up to 400
genes (VanBogelen, et al., 1996). Such a high number, which represents
almost 10% of the E. coli genome, reflects the importance of phosphate in
cellular processes. It seems likely that such a network influence the
virulence of bacterial pathogens. Indeed, as we discuss in this review, it is
now clear that the Pho regulon influences bacterial virulence and, in some
bacteria, directly controls virulence gene expression. We will first present a
brief overview of the role of the Pho regulon. We will then describe
strategies involving the Pho regulon that bacteria have evolved to survive
adverse conditions. Finally, we will focus on the evidence that links the Pho
regulon to bacterial virulence. The role played by the Pho regulon in stress
responses explains how the Pho regulon can be involved both in phosphate

homeostasis and pathogenesis. To illustrate this, we will present bacterial
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mechanisms involved in tolerance to acidity and biofilm formation, both of
which are responses to harsh environmental conditions but have also been
related to the Pho regulon and virulence. Also, we will discuss how the

stochastic properties of Pho regulon gene expression can have a major

impact on bacterial pathogenesis.

I. Control of the Pho regulon

1. The PhoR/PhoB TCRS two-component regulatory system

In bacteria, many external conditions are sensed by two-component
regulatory systems (TCRS) responsible for signal transduction and gene
regulation. The TCRS are important for the adaptation, survival and the
pathogenic responses of bacteria (Hoch, 2000, West & Stock, 2001, Beier &
Gross, 2006). The Pho regulon is controlled by the PhoR/PhoB TCRS.
PhoR is an inner membrane histidine kinase (HK) sensor protein that
appears to respond to periplasmic orthophosphate (P;) concentration
variations through interaction with a phosphate transport system. In some
microorganisms, €. g., Saccharomyces cerevisiae, intracellular phosphate
has also a role in the control of the Pho regulon (Auesukaree, ef al., 2004).
Even though intracellular phosphate is likely to influence Pho regulon
activity, such phenomenon has not yet been demonstrated in bacteria. PhoB
is a response regulator (RR) that acts as a DNA-binding protein to activate
or inhibit gene transcription (Smith & Payne, 1992, Wanner, 1996, Harris,
et al., 2001, Blanco, et al, 2002). The activation signal, a phosphate
concentration below 4 pM, is transmitted by a phospho-relay between the

two partner proteins, from PhoR to PhoB (Figure 1). PhoR is auto-
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phosphorylated on a histidine residue and transfers this phosphoryl group to

an aspartate residue of the PhoB regulator through transitory interaction.

Phospho-PhoB in turn controls Pho regulon gene expression.

2. The phosphate specific transport system and inhibition of the Pho
regulon

The phosphate specific transport (Pst) system belongs to the Pho regulon.
Moreover, the Pst system is linked to the molecular mechanisms that lead to
turning off the Pho regulon. Four proteins (PstS, PstC, PstA, and PstB) form
an ABC transporter important for the high affinity capture of periplasmic
inorganic phosphate (P,) and its low velocity transport into the cytosol (Van
Dien & Keasling, 1998). These proteins are encoded together with a protein
called PhoU in the polycistronic pstSCAB-phoU operon. PstS is a
periplasmic protein that binds P, with high affinity. PstC and PstA are inner
membrane channel proteins for P, entry, while PstB is an ATP dependent
permease component that liberates the necessary energy for P; transport
from the periplasm to the cytosol. When phosphate is in excess, the Pst
system is thought to form a repression (inhibition) complex with PhoR that
prevents activation of PhoB. Phosphate limitation leads to conversion of
PhoR into an activated form in which PhoR is autophosphorylated and
transfers a phosphoryl group to PhoB. A return to the repression (inhibition)
state occurs during growth shift to phosphate rich environment; the
activation signal is interrupted by PhoR acting as a phosphatase on phospho-
PhoB. PhoU and PstB are also required for dephosphorylation of phospho-

PhoB (Figure 1) (Wanner, 1997). Indeed, PhoU is essential for the
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repression of the Pho regulon in high phosphate condition (Wanner, 1996).
While the precise mechanism how PhoU acts is not yet understood, it is
reasonable to suggest that PhoU acts by binding to PhoR, PhoB, or a
PhoR/PhoB complex as a chaperone to promote dephosphorylation of
phospho-PhoB or by inhibiting formation of the PhoR-PhoB transitory
complex (Oganesyan, et al., 2005). In many bacterial species, mutations in
the Pst system result in constitutive expression of the Pho regulon,

regardless of environmental phosphate availability (Wanner, 1996).

3. Cross-regulation

Many environmental conditions can modulate the activity of a RR by a non-
partner HK via a mechanism known as cross-regulation. Indeed, PhoB
activity can be induced in the absence of signal transduction from its
cognate partner protein PhoR. Also, CreC, a sensor protein of the
CreC/CreB TCRS implicated in the regulation of genes involved in carbon
catabolism, can induce PhoB activity in the absence of PhoR (Wanner &
Wilmes-Riesenberg, 1992). Also, the phosphotransacetylase-acetate kinase
(Pta-AckA) pathway, belonging to the Cre regulon (Avison, et al., 2001),
generates an intermediary product named acetyl phosphate that can also
cause activation of PhoB (Kim, er al., 1996, Wanner, 1996). Curiously,
genes of the Pta-AckA pathway belong to the Pho regulon in the symbiotic
bacteria Sinorhizobium meliloti (Summers, et al., 1999). These are only two
examples from a variety of situations known to result in modification of the
phosphorylation status of PhoB in the absence of PhoR (Wanner, et al,

1988, Wanner, 1992, Wanner & Wilmes-Riesenberg, 1992, Wilmes-



Riesenberg & Wanner, 1992, Fisher, ef al., 1995, Wanner, 1995, Haldimann,
et al., 1996, Kim, et al., 1996, Wanner, 1996, Zhou et al., 2005, Verhamme,
et al., 2002, Nishino, et al., 2005). Nevertheless, because of cross-regulation,
particular TCRS responding to a variety of environmental signals may
influence expression of genes belonging to the Pho regulon. For example
cross-regulation (phosphorylation) of PhoB by a non-partner HK may result
in normal cells when the amount of PhoR protein is limiting (Wanner &
Wilmes-Riesenberg, 1992). In this regard, cell-to-cell variation in the
amount of an HK like PhoR can lead to cells with no PhoR protein
stochastically because the amount of PhoR normally constitutes only ten or
so molecules per cell (Wanner, 1996). Such mechanisms are likely to
contribute to adaptation to changing environments. In Bacillus subtilis,
however, whose Pho regulon genes are controlled by three known TCRS
(Sun, et al., 1996), the induction of Pho is abolished in absence of the HK
PhoR. This is an illustration of a multiple signals input system required for

the control of a precise set of genes.

4. Stochastic activation of the RR PhoB

Single-cell profiling of PhoB activation has recently revealed an unforeseen
stochastic, “all-or-none,” character of Pho regulon gene expression (Zhou,
et al., 2005). Such variation in gene expression, also referred as noise,
occurs within a population of genetically identical bacterial cells (Raser &
O'Shea, 2005). Recent studies showed that at least six noncognate HKs
(QseC, ArcB, CreC, KdpD, BaeS and EnvZ) can activate the RR PhoB, in

absence of PhoR and acetyl phosphate biosynthesis. In all cases, PhoB



activation results in a bimodal distribution of cells expressing the Pho
regulon (Zhou, et al, 2005). In other words, in the presence of a PhoB
activation signal, a proportion of the cell population remains un-induced,
showing a threshold instead of a graded activation response. What factor or
combination of factors determines the activation threshold is unknown.
However, it is likely that components of the phosphorylation cascade, such
as the amount of HK, phospho-HK, RR and phospho-RR as well as other
factors, contribute to the threshold phenomenon (Zhou, et al., 2005).
Moreover, the autoregulation of PhoR/PhoB synthesis, forming a positive
feedback loop, is likely to contribute to the stochastic behaviour in gene
expression and to the emergence of multiple stable phenotypes within a
population of genetically identical cells (Smits, et al., 2006). It also
contributes to the propagation and auto-amplification of the noise to
downstream genes (Pedraza & van Oudenaarden, 2005). This kind of
‘noise’ was shown to have great consequences on the phenotypic diversity
within a population of cells (Elowitz, er al., 2002, Ozbudak, et al., 2002).
Such diversity contributes to the fitness of cell subpopulations in changing
environments and is likely to have great impact on adaptation of bacterial
pathogens within a host (Balaban, et al, 2004, Kaern, et al., 2005).
Importantly, stochastic activation of gene expression was also found to
occur upon activation of PhoB by PhoR in response to P, limitation (Zhou L
and Wanner BL, unpublished data), suggesting that stochastic activation of
Pho regulon gene expression occurs in normal cells. Consequently,

stochastic effects of this kind must be taken into account as part of the
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equation connecting bacterial pathogenesis and the Pho regulon, as

discussed below.

I1. Phosphate and the adaptation/survival response

1. Adaptation of bacterial cell surface components to phosphate
deprivation

To deal with phosphate starvation conditions, bacteria rely on different
mechanisms to optimize the acquisition and the bioavailability of phosphate
and to maintain essential biochemical reactions. For instance, some bacteria
change their shape to enhance the surface to volume ratio, getting more in
contact with the surrounding environment and enhancing chances to capture
essential nutrients including phosphate. This is exemplified by the stalk
elongation of Caulobacter crescentus which is regulated by a phosphate-
limiting environment in a Pho regulon-dependent manner (Gonin, et al..
2000, Wagner, et al., 2006). In phosphate starvation conditions, many
bacteria modify their cell surface components. In B. subtilis, the
replacement of the cell wall phosphate-rich teichoic acid with the
phosphate-free teichuronic acid occurs in phosphate-limiting environments.
In these bacteria, the teichoic acid synthesis genes tag4 and tagD and the
teichuronic acid synthesis operon tua are under the control of the B. subtilis
PhoR/PhoP TCRS (Pragai, et al., 2004). In S. meliloti mutants of phosphate
uptake system PhoCDET, which is homologous to PstSCAB, phosphate-
free lipids substitute for phospholipids (Geiger, ef al., 1999). These mutants
also failed to fix nitrogen and form smaller white nodules on alfalfa. These

phenotypes are due to effects of PhoB on gene expression because a
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mutation in phoB restores the wild-type phenotype and that the Pho regulon
is constitutively activated in phoCDET mutants. These observations strongly
suggest an involvement of the Pho regulon in the control of genes that are
part of the adaptation and survival response (Bardin, et al., 1996, Yuan, ef
al., 2006). Moreover, in S. meliloti, PhoB positively regulates the synthesis
of some exopolyssacharides, which are involved in the bacterial invasion of

root nodules, when phosphate is scarce in the environment (Ruberg, et al.,

1999, Mendrygal & Gonzalez, 2000).

2. Environmental stresses, stringent response and the Pho regulon

In bacteria, cellular metabolism changes occur during environmental stress
conditions that permit cells to survive in adverse conditions(Weber, ef al.,
2005, Jain, et al., 2006, Klauck, et al, 2007). Many lines of evidence
suggest that the Pho regulon and the stress response are interrelated (Spira,
et al., 1995, Spira & Yagil, 1998, Ruiz & Silhavy, 2003, Taschner, et al.,
2004, Taschner, et al., 2006, Schurdell, ef al., 2007). The figure 2 illustrates
interconnections between the Pho regulon and some key factors involved in
nutritional and other stress responses. The role of these factors is briefly
discussed in this section. Polyphosphate (poly P) is a known stress response
molecule synthesized when environmental stresses occur, €. g., nutrient
starvation and high salt concentrations among others {Kornberg, 1999 #59}.
Cells having an imbalance in their poly P reserves have been shown to elicit
a defective response to adverse environmental conditions (Brown &
Komberg, 2004). Poly P can serve both as a phosphate reservoir and energy

source in different biological processes. For instance, poly P can substitute
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for ATP in phosphorylation reactions by kinases. Poly P also acts as a
metal-chelating agent or as a buffer in alkali environment (Kornberg, et al.,
1999). In some bacterial species, such as Klebsiella aerogenes and
Streptomyces lividans, the poly P kinase gene ppk, which is involved in the
poly P synthesis, has been reported to be under the control of the
PhoR/PhoB TCRS (Kato, et al., 1993, Ghorbel, et al, 2006). Similarly,

PhoB has been shown to be required for poly P accumulation in E. coli

(Figure 2) (Rao & Kornberg, 1999).

Guanosine tetraphosphate (ppGpp) is a key phosphate-containing molecule
that initiates changes in global metabolism under nutritional stress, which is
known as the stringent stress response (Chatterji & Ojha, 2001, Magnusson,
et al., 2005, Paul, er al, 2005). The ppGpp nucleotide induces RpoS
accumulation (Hengge-Aronis, 2002). RpoS is a sigma factor implicated in
the cellular response to many stresses such as osmotic, oxidative and acid
stresses. It is also implicated in the stationary phase and the induction of
genes in nutrients-limiting environment (Loewen, ef al., 1998). Repression
of the Pho regulon occurs in E. coli mutants that cannot accumulate ppGpp,
such as reld and spoT mutants, whereas a mutation in Pst downregulates
ppGpp synthesis (Figure 2)(Spira, et al., 1995, Spira & Yagil, 1998). This
suggests a regulatory link between ppGpp and the Pho regulon. The
presence of an inverted Pho Box in the -10 region of the spoT promoter has
led to the suggestion that SpoT activity could depend on the Pho regulation
(Sarubbi, er al., 1989, Spira & Yagil, 1998). Although direct evidence is

lacking, other results link the Pho regulon to the stringent stress response.
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For example, Pst mutants accumulate RpoS when grown to exponential
phase. This phenomenon is dependent on Hfq, a post-transcriptional
regulator that interacts with various RNAs, and requires intact PhoB (Figure
2) (Ruiz & Silhavy, 2003). Furthermore, Schurdell and co-workers have
recently shown that the 3" end of the processed pstCA transcript is likely to
mediate RpoS accumulation through a direct interaction with the 5’-
untranslated leader region of rpoS, stimulating translation of #poS (Figure 2)
(Schurdell, er al., 2007). Bougdour and Gottesman (2007) have recently
shown that ppGpp accumulation during phosphate starvation promotes
transcription of the iraP coding for a small protein that interferes with
RssB-dependent degradation of RpoS (Bougdour, et al., 2006, Bougdour &
Gottesman, 2007). Thus the Pho regulon influences the production of poly P,
ppGpp and RpoS, all of which are necessary for proper adaptation and
survival response in bacteria. Accordingly, changes in the levels of a
number of effector molecules may occur in E. coli phoBR and pst mutants,

resulting in an aberrant stress response.

I11. Pho regulation and virulence

A correlation between inactivation of the Pst system, constitutive expression
of the Pho regulon, and bacterial virulence has been established in a number
of cases. Table 1 lists some important studies in which pst, phoBR, and Pho
regulon genes have been shown to be important in bacterial virulence from

different approaches.
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1. Pst mutants and virulence

Several studies link the Pst system with virulence. A Pst mutant of the
porcine extraintestinal pathogenic E. coli EXPEC strain was shown to be
avirulent in a colostrum-deprived newborn pigs infection model. Insertional
inactivation of pst has multiple effects on virulence traits such as an
increased sensitivity to the bactericidal effect of serum and a significant
reduction in the amount of capsular antigen at the cell surface (Harel, et al.,
1992, Ngeleka, et al., 1992, Daigle, et al., 1995). More recently, deletion of
the pst genes in an EXPEC strain belonging to the avian pathogenic E. coli
APEC group (Lamarche, et al., 2005) was shown to reduce virulence in a
chicken infection model. The pst mutation affects multiple virulence
attributes; it reduces resistance to the bactericidal effect of serum, to acidity
and to cationic antimicrobial peptides (Lamarche, et al., 2005). These
results are suggestive, in part, of bacterial cell surface modifications. In the
uropathogenic E. coli UPEC strain, Bahrani-Mougeot et al. (2002)
identified a phoU mutant by signature tag mutagenesis (STM), an approach
that permits finding genes that are important for infection, using a murine
model of ascending urinary tract infection (UTI) (Bahrani-Mougeot, ef al.,
2002). The ability of the phoU mutant to colonize the murine urinary tract
was impaired in a competition infection assay with the wild-type strain
(Buckles, et al., 2006). A pst mutant was also identified by STM in Proteus
mirabilis using an UTI model (Burall, es al,, 2004). Lastly, transposon
mutants of pst in Edwardsiella tarda, a pathogen known to cause
extraintestinal diseases in fish and mammals, were shown to exhibit a

reduced capacity to multiply within phagocytes, a lower replication rate in
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serum and an overall reduced virulence. (Srinivasa Rao, er al, 2003).
Proteome comparative studies of E. tarda wild-type strain and its pst mutant
revealed that translocon proteins of type 11l secretion system (T3SS) as well
as other virulence proteins were absent in the pst mutant (Rao, et al., 2004).
The Pst system also influences other virulence mechanisms that are not
limited to extraintestinal diseases. For example, a pst mutant of an intestinal
E. coli pathogenic strain was shown to cause significantly less attaching and
effacing lesions in a pig ileal explant model (Batisson, et al., 2003). In
Shigella flexneri, a pst mutation reduced the capacity to form plaques on
Henle cell monolayers in a Pho regulon-dependent manner. The capacity to
form plaques is a characteristic associated with Shigella virulence (Runyen-
Janecky, ef al., 2005). In contrast, an entero-invasive E. coli pst mutant
showed hyper-invasiveness of Hep-2 cells (Sinai & Bavoil, 1993). Lastly, as
observed with E. tarda, the PhoR/PhoB TCRS is involved in the expression
of T3SS-related genes in Salmonella enterica serovar Typhimurium (Lucas,
et al., 2000, Baxter & Jones, 2005). Those studies indicate that the Pst

system can function as a regulator of bacterial pathogenicity.

2. PhoBR inactivation and virulence

As the Pst mutations result in a constitutive activation of the Pho regulon, it
is likely that their effects on virulence are mediated through the PhoR/PhoB
TCRS. Therefore, inactivation of phoBR should also have an effect on
virulence. Indeed, this was shown to be the case. It has for instance been
shown that Chvl, a PhoB homolog, is essential for expression of full

virulence of Agrobacterium tumefaciens (Mantis & Winans, 1993). In
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comparative microarray analyses of the responses of Corynebacterium
glutamicum and its isogenic phoRS (phoBR homolog) mutant after a shift to
P.-limiting conditions virulence-related genes such as siderophore systems
are differentially expressed (Kocan, et al., 2006). Many gene products that
may be associated with virulence are overexpressed in the Vibrio cholerae
O1 wild-type strain compared to its isogenic phoB mutant, €. g., haemolysin
(von Kruger, et al, 1999, von Kruger, et al., 2006). Furthermore, a V.
cholerae phoB mutant showed a decreased capacity for colonization of adult
rabbit ligated ileal loops in competitive colonization assays with the wild-
type strain. This result is somewhat puzzling because the small intestine has
a high phosphate concentration and the Pho regulon would be expected to
be repressed in wild-type strains in those conditions. This raises the
possibility that stimuli encountered in the small intestine, other than the
phosphate signal, may be responsible for those observations. Lastly,
phosphate has recently been demonstrated to be a major signal for
sporulation of Clostridium perfringens and for C. perfringens endotoxin
(CPE) production (Philippe, et al., 2006). Taken together, these studies
reinforce the notion that PhoB may act not only as a RR for phosphate

homeostasis but also in modulation of virulence attributes.

IV. How can the Pho regulon influence pathogenesis?

Information summarized above illustrates that complex networking events
occur when control of the Pho regulon is altered. Orchestrated regulation of
the Pho regulon seems to occur during different steps of bacterial

pathogenesis. Furthermore, some studies suggest that the PhoR/PhoB TCRS
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responds to stimuli other than phosphate and that a subset of Pho regulon
genes is activated or repressed by other transcriptional regulators. The next
sections shed light on strategies implicating the Pho regulon which permit
survival in adverse conditions encountered in pathogenesis and
environmental stresses. This can be illustrated by responses of the Pho
regulon to pH variation and its role in biofilm formation. Moreover, as
reported above, the Pho regulon has regulatory links with cell surface
components such as lipids and exopolysaccharides, which may have

important consequences on bacterial virulence.

1. Pho regulon and response to acid stress

The Pho regulon includes also genes that do not appear to be directly
implicated in the cell phosphate management, including one related to acid
stress, which bacteria must overcome to maintain homeostasis. For example,
the acid-inducible asr gene is under the transcriptional control of the
PhoR/PhoB TCRS in E. coli. Asr is thought to play a role similar to that of
the E. coli periplasmic protein HdeA, which serves as a proton sink or a
chaperone for protecting periplasmic proteins from the deleterious effects of
low pH (Gajiwala & Burley, 2000). As another example, the PhoR/PhoB
TCRS has been suggested to sense external acidity and to regulate the
transcription of genes that are important for acid shock resistance
(Suziedeliene, et al., 1999, Tucker, et al., 2002, Seputiene, et al., 2003,
Seputiene, er al., 2004, Seputiene, et al., 2006). In contrast, a pH shift from
4.5 to 5.8 increases pst transcription in C. acetobutyliculum (Fischer, et al.,

2006). However, other members of the Pho regulon, such as phoA, are not
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induced in alkaline conditions, as demonstrated by use of a /acZ fusion and
microarray experiments (Novak, ef al.,, 1999, Atalla & Schumann, 2003).
This can be explained by a differential expression of the Pho regulon genes,
depending on the nature of the signal. In light of the observations in these
studies, the PhoR/PhoB TCRS is likely to be a key component of a circuit
involved in the response to acid stresses. During their life cycle, many
bacterial pathogens face acid stress. Enteric pathogens must survive
stomach acidity while invasive bacteria must be able to survive endosomal
acidified environment. Thus, mutations in the Pst system or phoB can

reduce virulence by affecting the response to acid stress.

2. Biofilms and Pho regulon

In natural environments, most microorganisms have a sessile life-style and
live in complex structures called biofilms, which are mixed microbial
populations typically embedded in a matrix of extracellular polymers. In
pathogenesis, biofilms play many important roles. Biofilms lead to
resistance to environmental stresses such as exposure to biocides and
antimicrobial agents and to increase in concentration of virulence factors in
a precise environment such as in a host tissue. Also, biofilms enhance
genetic exchange of virulence elements. Additionally, biofilms serve as a
reservoir that favors the preservation and the spreading of bacterial
pathogens (Davey & O'Toole G, 2000). Some studies showed a relationship
between the Pho regulon and biofilm formation. For example, a Pst
mutation abolishes biofilm formation in two rhizosphere-colonizing bacteria,

Pseudomonas aerofaciens and P. fluorescens (Monds, et al., 2001).



Recently, Monds and co-workers (2007) demonstrated that in P. fluorescens,
RapA has a c-di-GMP phosphodiesterase activity mostly responsible for the
inhibition of biofilm formation in Pst mutants. This in turn inhibits the
secretion of LapA, a large adhesin required for biofilm formation by P.
fluorescens. Indeed, Pho modulation of c-di-GMP cellular level, via RapA
activity, was showed to be linked to LapA adhesin decreased secretion as
well as its increased dissociation from the bacterial cell surface (Monds, ef
al., 2007). In the plant pathogen A. tumefaciens, PhoR/PhoB TCRS was
shown to induce the production of larger biofilms in phosphate depleted
conditions (Danhorn, ef al., 2004). Moreover, in E. coli, the Pho regulon
was shown to be linked to quorum-sensing (Ren, et al., 2004), a key
regulator mechanism for the formation of biofilms (Parsek & Greenberg,
2005). PhoR/PhoB TCRS may therefore play a role in the virulence of
bacteria via regulatory links with biofilm formation and quorum-sensing

circuits.

3. Bacterial cell surface components and the Pho regulon

The Pho regulon is involved in the regulation of some cell surface
components modifications, i. e. teichuronic acid, phosphate free lipids,
phospholipids, exopolysaccharides, adhesin (see above). Moreover we have
found that lipid A and fatty acids composition is modified in Pst E.coli
mutants (Lamarche er al. submitted). Interestingly, Pst mutants showed a
reduced resistance to different host defence elements that target bacterial
cell surface components. For instance, pst mutations reduce resistance to

serum, acid and cationic antimicrobial peptides (Daigle, et al, 1995,
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Lamarche, et al., 2005). Lipopolysaccharides, outer-membrane proteins and
membrane lipids are known to be involved in the resistance to such host
defence mechanisms. Thus, Pho-regulated modifications of these cell
surface components may explain, at least in part, virulence attenuation of
Pst mutants. Furthermore, as described above, many lines of evidence link
the Pho regulon to the bacterial stress response. Indeed, because the cellular
status of stress response molecules like poly P and ppGpp may be controlled
by the PhoR/PhoB TCRS, virulence attributes, including some bacterial cell
surface components, acid stress response and biofilm formation must also
require an intact Pho regulon (Chang & Cronan, 1999, Hammer & Swanson,
1999, Kornberg, et al., 1999, Primm, et al., 2000, Rashid & Kornberg, 2000,
Rashid, e al., 2000, Taylor, et al., 2002, Haralalka, et al., 2003, Pizarro-

Cerda & Tedin, 2004, Gaynor, et al., 2005, Jain, et al., 2006).

4. Bacterial fitness and the Pho regulon

The capacity of the bacterial cell to adapt to different environments is often
associated with its ability to occupy different ecological niches including the
animal host. For instance, expression of the Pho regulon could be
advantageous to adapt to some conditions encountered at some stage in of
the infectious process. PhoR/PhoB TCRS and Pho regulon are well
documented as phosphate homeostasis circuitry but activation of PhoB by
nonpartner HKs shows that cross-regulation leads to heterogeneity of the
cell population (Zhou, et al, 2005). In addition to specialized bacterial
sensing mechanisms that perceive environmental cues, phenotypic diversity

within genetically identical cell population contributes to the presence of
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primed cells allowing rapid response to such cues, increasing the chance to
survive new stresses. In this regard, it is tempting to speculate that the
stochastic behavior of the Pho regulon characterized by a bimodal, “all-or-
none,” pattern for gene expression can participate to an increased fitness in
microenvironments encountered within human and animal hosts. Noise in
gene expression and positive feedback regulation of the Pho regulon are
likely to contribute to the emergence of multiple stable phenotypes within
the cell population as stochastic expression of virulence factor genes per se

is observed in many pathogens (Smits, et al., 2006, Zhou, et al., 2005).

Concluding remarks and perspectives

As illustrated in this review, the Pho regulon controls and influences the
expression of virulence traits in many bacterial species in addition to its role
in phosphate homeostasis. Mutations in the Pst system or PhoB were shown
to result in multiple effects including reduction of virulence. The effects of
pst mutations can be due to a deficiency in phosphate uptake in some
conditions but, in all cases, PhoR/PhoB TCRS regulation is likely to
generate the multiple effects that are observed in the Pst and PhoB mutants.
Moreover, the regulation of cell surface components by the Pho regulon
may contribute to bacterial virulence. Additionally, a strong network of
links exists between the Pho regulon and some stress responses. These
phenomena have been observed in many bacterial species. Information
presented in this review reflects the need to redefine our vision concerning
the role of the bacterial Pho regulon. Instead of being the simple regulatory

circuit controlling phosphate homeostasis, the Pho regulon should be
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considered as a part of a complex network important for both bacterial
virulence and stress response. Moreover, expression of Pho regulon genes is
induced in particular conditions regardless of the bioavailability of P,. This
can be explained, in part, by stochastic variation in Pho-dependent gene
expression. However, it could also indicate that other signals are perceived
by PhoR/PhoB TCRS or that other TCRS regulate genes belonging to the

Pho regulon.

The interplay between the Pho regulon (including the Pst system) and
virulence, has often an unknown molecular basis, warranting the need for
more comprehensive studies. High throughput genomic and proteomic
analyses are providing some clues to the relationship between the Pho
regulon and virulence (Table 1, Crépin, S., Lamarche M.G.L. et al.
unpublished, von Kruger, et al., 2006). As mentioned previously, several
lines of evidence suggest that some PhoBR regulated genes are expressed
within the host. However, little is known about the signals regulating the
Pho regulon in vivo. The spatial and temporal patterns of Pho-dependent
gene expression as well as the implication of non-partner HK in their
regulation, within micro environments of the host, would give a better
understanding on the role of the Pho regulon in pathogenesis. In conclusion,
TCRSs are absent in animal and human cells, thus they represent choice
targets for the development of therapeutics (Barrett, ef al., 1998, Stephenson
& Hoch, 2004). A number of chemical inhibitors of TCRSs have been
identified by screening libraries of synthetic compounds (Matsushita &

Janda, 2002, Stephenson & Hoch, 2004). Drugs that interfere with the Pho



XXIV
regulon activity may also be useful as therapeutic agents that would

compromise bacterial virulence and facilitate elimination of the pathogen by

host defences.
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Table 1 Identification of in vivo expressed PhoB-dependent genes using infection models

Species Infection models® Selection” References
Brucella melitensis Mouse (BALB/c)septicemia ST™M (Lestrate, er al., 2000)
Burkholderia cenocepacia Rat (Sprague-Dawley) chronic lung ST™M (Hunt, et al., 2004)
Campulobacter jejuni Chicken (SPF Light Sussex) intestinal STM (Grant, et al., 2005)
Human cells (INT407) Microarray (Gaynor, et al.. 2005)
Corynebacterium pseudotuberculosis ~ Mouse macrophage-like cells (J774A.1) DF1 (McKean, et al., 2005)
Escherichia coli Mouse (CBA) UTI STM (Bahrani-Mougeot, et al., 2002)
Mouse septicemia (ICR) IVET (Khan & Isaacson, 2002)
Chicken (Leghorn SPF) extraintestinal SCOTS (Dozois, et al., 2003)
Erwinia amylovora Immature pears necrotic disease IVET (Zhao, et al., 2005)
Erwinia chrysanthemi Spinach leaf disease IVET (Yang, et al., 2004)
Listeria monocytogenes Mouse (ICR Swiss) septicemia IVET (Dubail, et al., 2000)
Murine macrophage cells (P388D1) Microarray (Chatterjee, et al., 2006)
Klebsiella pneumoniae Mouse (C57BI/6j) intranasal ST™M (Lawlor, et al., 2005)
Mucobacterium tuberculosis Mouse (BALB/c and BALB/c5¢P mn_cv Lung Microarray (Talaat, et al., 2004)
Proteus mirabilis Mouse (CBA) UTI ST™M (Burall, et al., 2004)
Salmonella Typhimurium Mouse macrophage-like cells (RAW 264.7) DFI (Valdivia & Falkow, 1997)
Mouse macrophage-like cells (J774-A.1) Microarray (Eriksson, et al., 2003)
Salmonella Typhi Human monocyte cells (THP-1) SCOTS (Faucher, et al., 2006)
Shigella flexneri Human intestinal cells (INT407) DFI (Runyen-Janecky & Payne, 2002)
Streptococcus preumoniae Mouse (BALB/c) pneumonia and septicemia ST™M (Polissi, et al., 1998)
Mouse (Swiss Webster) bacteremia and nasopharyngeal carriage STM (Hava & Camilli, 2002)
Mouse (CD-1) RTI DFI (Marra, et al., 2002)
Vivrio cholerae Mouse (CD-1) suckling ST™M (Merrell, er al., 2002)
Yersinia enterocolitica Mouse (BALB/c) intestinal and septicaemia STM (Darwin & Miller, 1999)
Yersinia pestis Mouse (C57BL/6) RTI Microarray (Lathem, et al., 2005)

*Animal strains or cell lines used in the study are given in parentheses. UTI, urinary tract infection. RTI, respiratory tract infection.
°STM, signature-tagged mutagenesis. DF1, differential fluorescence induction. IVET, in vivo expression technology. SCOTS, selective

capture of transcribed sequences.
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FIGURE 1.

Control of the Pho regulon and transmembrane signal transduction by
environmental inorganic phosphate (P;). Adapted from Wanner (1997) (Figure
5.6; p. 116). with kind permission of Springer Science and Business Media.
Small squares mark a P; binding site on PstS and a hypothetical regulatory site
on PhoR. Notation: PhoB, RR; PhoR, sensor protein (A. autophosphorylated; R,
repression); PstA and PstC. integral membrane channel proteins; PstB. traffic
ATPase: PstS, periplasmic P;-binding protein: PhoU. regulatory protein. See
text for details. This model is adopted from one that was originally illustrated in

Wanner (1990) and modified in Wanner (1995. 1996).
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Scheme illustrating interactions between the Pho regulon, Poly P biosynthesis
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intergenic region between the pst4 and pstB genes (iAB) of the pst operon

processed mRNA (Ruiz & Silhavy. 2003, Schurdell, er al.. 2007). b RpoS

contributes in turning off the Pho regulon by directly stimulating, in a THF

dependent manner, the expression of the pst operon (Spira & Yagil. 1999.

Taschner, et al . 2004, Taschner, et al . 2006). © Basal level of cellular ppGpp is
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essential for proper Pho regulon expression. Moreover, induction of the Pho
regulon is observed concomitantly with ppGpp synthesis, until a certain

threshold is reached; i.e. a ppGpp intracellular concentration that induces

inhibition of protein synthesis (Spira, et al., 1995. Spira & Yagil. 1998). d.e

Phosphate limitation induces SpoT—dependent ppGpp accumulation (Spira, ef
al., 1995, Spira & Yagil, 1998). This promotes transcription of a iraP gene
coding for the anti-adaptor IraP that interferes with the delivery of RpoS to the
ClpXP protease by blocking the action of RssB, an adaptor protein for RpoS
degradation (Bougdour & Gottesman, 2007, Bougdour et al, 2006). In
phosphate limiting condition. a phoB mutant accumulates two fold less iraP
transcript but still, RpoS is stabilized in an IraP-dependent manner (Bougdour
& Gottesman, 2007, Bougdour ef al., 2006). Information about the Pho regulon,

RpoS, Poly P and ppGpp is given in the text.
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