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Résumé

Brucella abortus est une bactérie Gram négatif, faisant partie de la famille des a-
protéobactéries. C’est un pathogéne intracellulaire responsable d’une zoonose mondialement
répandue nommée brucellose. Elle infecte le bétail, causant avortements chez les femelles et
stérilité chez les males. La maladie peut aussi étre transmise a I’homme, bien que I’infection soit
alors considérée comme accidentelle : la bactérie ne peut plus se transmettre a un autre hote par
apres. Des études ont précédemment montré que les Brucella en G1 (qui n’ont pas encore initié
la réplication de leur ADN) infectent plus efficacement les cellules HeLa et les macrophages
RAW 264.7, et voient leur cycle cellulaire bloqué durant les premiéres heures suivant
I’internalisation (Deghelt et al. 2014). Ici, nous tentons de mettre en évidence la nature de
I’avantage sélectif du stade G1 par rapport aux autres stades dans les compartiments dérivés des
endosomes. Nous avons avancé ’hypothése que les bactéries en G1 ont été sélectionnées pour
faire face a différents stress qui pourraient éventuellement endommager leur ADN durant cette
étape. Cette hypotheése est supportée par les données apportées par le travail de Katy Poncin. En
effet, une accumulation en G1 est observable dans une population stressée par un agent alkylant,
indiquant un possible avantage sélectif pour ce stade dans ces conditions. Ici, nous avons testé un
autre stress pour voir si ces résultats pouvaient aussi étre applicables a d’autres agents
endommageant I’ADN : le stress oxydatif. Les dommages a I’ADN tenant un rdle central dans
notre hypothése, nous avons également décidé de caractériser des souches mutantes pour un
systtme de réparation des lésions occasionnées par ’oxydation des acides nucléiques. Les
résultats obtenus n’ont montré aucune accumulation en G1 suivant le stress oxydatif et aucune
différence significative de sensibilité au stress oxydatif ou en infection entre les différentes
souches. Ces résultats nous ont pouss€ a nous poser des questions quant a la capacité de Brucella
de résister au stress oxydatif. Cependant, la comparaison de la sensibilit¢ a 1’H,O, entre
B.abortus et Escherichia coli n’a pas montré de différence significative entre les deux bactéries.
Des lors, si Brucella ne montre pas de capacité particuliere pour résister au stress oxydatif; il est
donc possible qu’elle évite ce stress durant la premiere phase d’infection cellulaire plutdt que de
le combattre. Nous testons actuellement cette hypothése et tentons de mettre au point un outil
permettant de voir si oui ou non B. abortus ressent un stress oxydatif en infection: le marquage a
I’OxyBURST®. C’est une sonde qui devient fluorescente lorsqu’elle est oxydée par du peroxyde
d’hydrogene.
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Liste d’abréviations

8-0x0dG :
A
ADN
BCV
BER

c

CFU
DMEM
DO

G

GMP
GTP
LPS
Mb
MOI
NAD(P)H
PBS
PCR
PFA
ROS
SDS
SOD
TRSE
WT
YFP

8-oxodeoxyribo-guanine

Adénine

Acide désoxyribonucléique

Brucella containing vacuole

Base excision repair

Cytosine

Colony forming unit

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Densité optique

Guanine

Guanosine monophosphate
Guanosine triphosphate
Lipopolysaccharide

Mégabase

Multiplicity of infection

Nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate)
Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Paraformaldéhyde

Reactive oxygen species (dérivés réactifs de 1’oxygene)
Sodium dodecyl sulfate

Superoxyde dismutase

Texas Red succinimidyl ester

Wild type (souche sauvage)

Yellow fluorescent protein
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Figure 1: Incidence de la brucellose humaine dans le monde. (Ariza et al., 2007).




Introduction

1. La brucellose

1.1. Pathologie

La brucellose, aussi connue chez I’homme sous le nom de fievre de Malte, ou encore
fievre ondulante, est une zoonose de premiére importance. Elle est mondialement répandue, et
plus particulierement dans les pays en voie de développement (Figure 1) (Carvalho Neta et al.,
2010; Moreno and Moriy6n, 2006). Chez I’animal, cette maladie est caractérisée par des
avortements chez la femelle et des épididymites chez le méle pouvant mener a la stérilité
(Moreno and Moriy6n, 2006). Chez I’homme, la maladie peut se présenter sous des formes tres
différentes : il n’existe pas une liste de symptomes associés a la maladie que tous les patients vont
exprimer. En effet, tous les malades ne vont pas montrer les mémes manifestations de la maladie,
parmi lesquels on peut retrouver, entre autres, des maux de téte, des douleurs articulaires et
musculaires, spléno- et hépatomégalie, ou encore des vomissements. Cependant, cette pathologie
est trés souvent caractérisée par une fievre ondulante, d’ou elle tire son nom (Moreno and
Moriy6n, 2006). La brucellose est une maladie grave chez I’homme et potentiellement mortelle
sur le long terme si non traitée (Galinska and Zagoérski, 2013; Moreno, 2014).

La variabilit¢ de la maladie d’un individu a l'autre ainsi que la non-spécificité des
symptomes la rend plutét difficile a diagnostiquer. En effet, les symptomes ne se déclarant pas
tous chez un individu, et pouvant aussi étre attribués a d’autres pathologies, le diagnostic erroné
est fréquent. Il est donc important de déterminer le passé du patient afin d’évaluer s’il a pu ou non
étre en contact avec Brucella. Si la maladie est suspectée, plusieurs tests peuvent étre effectués en
laboratoire. Il en existe deux types. D’une part, les tests directs visent & mettre en évidence la
présence de la bactérie vivante dans I’organisme, typiquement par des cultures. Cependant, ces
tests manquent de sensibilité. D’autre part, les tests indirects montrent plutdt les conséquences de
I’infection par Brucella dans I’organisme, comme par exemple la présence d’anticorps dirigés
contre le pathogeéne. Cependant, ils manquent de spécificité et dépendent de la bonne mise en
place de la réponse immunitaire (Moreno and Moriyén, 2006).

1.2. Agent pathogéne

1.2.a. Le genre Brucella

Brucella, I’agent responsable de la brucellose, est une bactérie Gram négative pathogeéne
intracellulaire, facultativement extracellulaire. En effet, bien que la bactérie soit parfaitement
capable de pousser en dehors d’une cellule en laboratoire, il n’a jamais ét¢ montré que ce mode
de multiplication soit biologiquement pertinent dans la nature. Sa niche de réplication naturelle
serait le milieu intracellulaire (Celli, 2006; Moreno and Moriyén, 2006). Dans I’organisme, la
bactérie est capable d’infecter aussi bien les cellules non-phagocytaires que les phagocytes, dont
les macrophages (Celli, 2006).

Les différentes espéces de Brucella sont capables d’infecter une large gamme de
mammiferes, allant du bétail aux mammiferes marins en passant par les porcs, les chévres ou



encore les moutons. Dix especes de Brucella ont été identifiées a ce jour. B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. canis, B. neotomae, B. ovis, B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti et B.
inopiniata (Galinska and Zagorski, 2013). Bien qu’elles infectent des hotes différents, le
séquencage complet des génomes de différentes espéces de Brucella a montré qu’elles différaient
trées peu d’un point de vue génétique (Carvalho Neta et al., 2010). Parmi ces 10 espéces, les
quatre premiéres ont été identifiées comme étant pathogéne pour I’homme, bien que I’infection
soit alors considérée comme accidentelle (Moreno and Moriyén, 2006).

Il est communément admis que la brucellose humaine se transmet majoritairement par voie
orale, via le tractus digestif (Moreno and Moriy6n, 2006), a partir d’un animal infecté (il n’y a
pas de transmission entre humains). L’agent pathogéne pouvant étre retrouvé dans le lait des
animaux infectés, il n’est pas étonnant que 1’'une des voies de transmission majeure soit la
consommation de lait maternel chez les animaux, et de produits laitiers non pasteurisés chez
I’homme (Moreno and Moriyén, 2006). Il est donc possible de faire la corrélation entre
I’occurrence de la maladie chez I’homme et la domestication d’ongulés producteurs de lait, ainsi
que des habitudes alimentaires (Moreno, 2014). Chez les animaux, les foetus avortés provenant
d’une femelle contaminée sont une source importante d’infection par léchage de ces derniers. De
plus, Brucella étant une bactérie se transmettant facilement via les aérosols, une voie alternative
de contamination passe par le reniflement de ces foetus. Dans le méme ordre d’idées, les
vétérinaires ou les fermiers, qui peuvent potentiellement entrer en contact avec des feetus
contaminés sont plus susceptibles de contracter la maladie. Les chercheurs et techniciens de
laboratoire travaillant sur ce pathogene peuvent eux-aussi facilement s’infecter par voie aérienne
(Moreno and Moriyon, 2006).

En tant que pathogene intracellulaire, Brucella échappe a toute une série d’antibiotiques. En
effet, certaines molécules thérapeutiques sont incapables de traverser la membrane plasmique et
donc de rejoindre le milieu intracellulaire. De plus, il a été montré que I’utilisation d’un composé
unique ne permet pas I’élimination totale du pathogéne, et la monothérapie montre donc un
nombre important de rechutes (Ariza et al., 2007). Pour une guérison totale de la maladie, il est
donc nécessaire d’utiliser au moins deux antibiotiques en parallele (doxycycline et

streptomycine), et ce sur des périodes prolongées, rendant le traitement couteux (Moreno and
Moriyén, 2006).

Brucella est considérée comme une arme biologique potentielle. B. suis a par exemple été le
premier organisme pathogene utilisé par I’armée Américaine (Paulsen et al., 2002), mais pourrait
aussi étre utilisée a des fin terroristes. En effet, le colit de cette maladie est élevé. Brucella est une
bactérie treés infectieuse, avec une large gamme d’hotes, dont les animaux de rente et I’homme.
Pour limiter la propagation de la maladie, il est parfois nécessaire d’abattre 1’ensemble d’un
troupeau ot un cas de brucellose a été mis en évidence, alourdissant encore le bilan économique.
Le traitement est long et coliteux, et la maladie est incapacitante si non soignée. Cet aspect
incapacitant au travail a non seulement un colit économique non négligeable, mais en plus
demande du temps et de I’énergie & une armée pour soigner les soldats infectés. De plus, la
maladie est difficilement diagnosticable. Pour toutes ces raisons, la brucellose a été rajoutée a la
liste des organismes pathogenes potentiellement utilisable en tant qu’arme, ce qui augmente
encore ’intérét porté a ce genre (Celli, 2006; Moreno and Moriy6on, 2006; Robinson-Dunn,
2002).
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Figure 2: cycle cellulaire de Caulobacter crescentus. La cellule pédonculée est capable d’initier son
cycle cellulaire et de donner naissances a deux cellules filles fonctionnellement différentes. La cellule
flagellée, incapable de répliquer son chromosome, nagera jusqu’a un endroit plus propice ou elle se
différenciera en cellule pédonculée, terminant ainsi le cycle. (Curtis and Brun, 2010).

Predivisional cell




1.2.b. a-protéobactéries

Le genre Brucella fait partie de la classe des a-proteobactéries dans laquelle on retrouve
entre autres Bartonella, Rickettsia, Agrobacterium, Caulobacter, Rhodobacter ou encore
Sinorhizobium. Cette classe intéresse beaucoup la communauté scientifique entre autres car elle
est suspectée d’étre a 1’origine de la mitochondrie (Gray et al., 1999). Les différents membres de
cette classe semblent partager un certain nombre de caractéristiques : elles ont par exemple un
homologue du géne ctr4, qui est un régulateur de réponse coordonnant le cycle cellulaire des
bactéries, ou encore une division asymétrique (Hallez et al., 2004).

L’exemple le plus frappant de division asymétrique chez les bactéries est Caulobacter
crescentus. En effet, la division de cette bactérie va donner naissance a deux cellules
morphologiquement et fonctionnellement différentes : (1) la cellule pédonculée et attachée au
substrat qui pourra recommencer un autre tour de réplication directement aprés cytokinése, et (2)
une cellule plus petite, flagellée et motile, incapable de répliquer son ADN. La bactérie flagellée
pourra réamorcer son cycle cellulaire apres différenciation en cellule pédonculée (Figure 2)
(Curtis and Brun, 2010). Cette stratégie permet a la cellule flagellée d’échapper a des conditions
locales défavorables. Ces caractéristiques, ajoutées au fait qu’il est possible de synchroniser
Caulobacter dans son cycle cellulaire, font de cette bactérie un outil trés puissant et un modéle
idéal pour I’étude du cycle cellulaire, de la division asymétrique, de I’asymétrie fonctionnelle et
enfin de la différentiation cellulaire chez les bactéries (Curtis and Brun, 2010). Brucella étant
étroitement apparentée a Caulobacter crescentus, cette derniére est souvent utilisée comme
modele dans la recherche sur le cycle cellulaire de Brucella abortus.

Brucella fait partie de I’ordre des Rhizobiales avec Bartonella, Agrobacterium ou encore
Sinorhizobium. Les différents membres de cet ordre présentent des modes de vie trés différents,
allant du parasite intracellulaire obligatoire infectant les animaux jusqu’au symbionte de la plante
vivant dans le sol. Malgré les différences importantes qui les séparent, les membres de cet ordre
partagent certaines caractéristiques, comme la croissance unipolaire (Brown et al., 2011). Il
semblerait aussi que la plupart de ces bactéries ont la capacité de vivre en étroite relation avec des
cellules eucaryotes (Boussau et al., 2004; Roop et al., 2013). Cette caractéristique pourrait
découler de I’ancétre commun a cette famille. Une étude comparant le génome de B. suis a
d’autres membres des a-proteobactéries a d’ailleurs montré qu’il était probable que I’ancétre de
cette espéce soit une bactérie du sol associée aux plantes (Paulsen et al., 2002). Cette méme étude
met aussi en évidence des similarités entre les différents modes d’interaction avec la cellule
eucaryote entre B. suis (parasite des animaux), Agrobacterium tumefaciens (parasite des plantes)
et Sinorhizobium meliloti (symbionte des plantes) (Paulsen et al., 2002).

2. Infection de I’hote

2.1. Survie en milieu extérieur

Comme expliqué précédemment, B. abortus est un pathogene intracellulaire facultativement
extracellulaire. Sa niche de réplication est donc la cellule eucaryote elle-méme. Son passage en
dehors de I’h6te s’apparenterait plus a une étape de survie obligatoire en attente d’un nouvel hote
a infecter. Selon les conditions, la bactérie pourrait survivre jusqu’a plusieurs mois dans le milieu
extérieur en région tempérée. Cependant, la bactérie reste sensible aux hautes température (58°C
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ou plus), rendant I’élimination du pathogéne possible par pasteurisation des produits laitiers par
exemple (Moreno and Moriyon, 2006).

2.2. Entrée dansl’hote

Comme mentionné précédemment, B. abortus infecte préférentiellement son hote par voie
orale. Une fois le tube digestif atteint, les bactéries sont capables de traverser les épithéliums et
d’accéder a la sous-muqueuse via les cellules M. Brucella a aussi été décrite comme étant
capable d’infecter son hdte en passant directement a travers les muqueuses pharyngées et
buccales (Moreno and Moriydn, 2006). Une voie d’entrée alternative se ferait via la conjonctive
(Moreno and Moriyon, 2006). Une fois la barriere épithéliale passée, la bactérie serait
internalisée par des cellules phagocytaires professionnelles et ensuite transportées a travers
’organisme jusque dans les nceuds lymphatiques (von Bargen et al., 2012). A partir de la,
Brucella peut rejoindre et se répliquer intensément dans le foie, la rate, ou encore les organes
reproducteurs des animaux. Chez I’humain, la bactérie peut infecter efficacement tous les organes
(von Bargen et al., 2012).

Chez la femelle gestante, la bactérie peut rejoindre le placenta et finalement le feetus via les
cotylédons. Brucella infecte préférentiellement les trophoblastes, probablement car ces cellules
produisent de I’érythritol, qui est une source de carbone privilégiée pour Brucella. La présence de
bactéries dans ces cellules résulte finalement en la rupture du placenta, I’infection du feetus et
menant en définitive a I’avortement (von Bargen et al., 2012).

Chez le male, la bactérie rejoint rapidement les testicules, les épididymes et les canaux
spermatiques. La prolifération cellulaire induit une nécrose menant finalement a la stérilité des
males (Moreno and Moriy6n, 2006).

3. Infection cellulaire et trafic

L’infection cellulaire par Brucella se fait par un mécanisme encore peu compris et peu
décrit. Cependant, il apparait clair aujourd’hui que les bactéries sont tout autant capables de
provoquer leur entrée dans des cellules non phagocytaires que d’étre phagocytées par des cellules
professionnelles. Chez ces dernieres, il semblerait que Brucella puisse étre internalisée aussi bien
de maniere dépendante de I’opsonisation qu’indépendante (von Bargen et al., 2012). Il
apparaitrait aussi que I’entrée en cellule puisse passer par des interactions avec les lipids-rafts,
bien que ce ne soit pas totalement indispensable pour I’internalisation (Naroeni and Porte, 2002).
Cependant, I’entrée dépendante des lipid-rafts semble indispensable a la survie précoce de
Brucella (Celli, 2006; Naroeni and Porte, 2002; Porte et al., 2003).

Aprés internalisation, Brucella réside dans une vacuole appelée Brucella containing vacuole
(ou BCV). L’acquisition de différents marqueurs des endosomes précoces dont Rab5 indiquent
une interaction au moins transitoire avec ces derniers. A cette étape, la BCV est appelée eBCV
(endosomal BCV). Il est aujourd’hui généralement admis que Brucella est capable d’interférer
avec le trafic intracellulaire pour une bonne maturation de la BCV. Par exemple, il a été démontré
que la production de B-1,2-glucan est nécessaire pour éviter la fusion de la vacuole avec les
lysosomes, ce qui menerait a la mort de la bactérie (Arellano-Reynoso et al., 2005; Celli, 2006).



Figure 3: Trafic intracellulaire de Brucella. Aprés I’entrée dans la cellule, Brucella prend le contréle du
trafic cellulaire pour la maturation de la BCV. Cette derniére interagira successivement avec les
endosomes précoces et tardifs, puis avec la voie sécrétoire et le réticulum endoplasmique. Durant la
premiére étape, qui est censée étre particulierement stressante, les bactéries sont bloquées en Gl, et
stoppent leur croissance. Elles ne réinitieront leur cycle et leur réplication qu’environ 6 a 8h post-infection
(suivant le type cellulaire), dans la rBCV.




Durant la maturation de la eBCV, cette derniére va perdre ses marqueurs des endosomes
précoces et en acquérir d’autres, provenant des endosomes tardifs comme LAMP-1 (lysosomal
membrane-associated protein-1). Des études ont montré que des interactions transitoires et
controlées se faisaient entre la vacuole et les lysosomes (Celli, 2015; von Bargen et al., 2012). En
effet, des marqueurs de phase fluide ont montré ce type d’interaction, bien que les échanges
soient moins importants que lorsque des particules inertes sont utilisées (Starr et al., 2008).
Cependant, aucune trace de Cathepsine D, une hydrolase lysosomale, n’a pu étre mise en
évidence dans la eBCV, indiquant un certain contrdle de ces interactions (Comerci et al., 2001;
Pizarro-Cerda et al., 1998; von Bargen et al., 2012). Cette étape est aussi caractérisée par une
acidification du compartiment. Cette acidification serait d’ailleurs un processus nécessaire pour la
suite : elle induirait I’expression de I’opéron virB, codant pour le systeme de sécrétion de type IV,
qui a été décrit comme étant essentiel pour I’établissement de la niche de réplication (Celli, 2006;
Porte et al., 1999; von Bargen et al., 2012). Ces premieres heures post infection sont caractérisées
par un nombre stable de CFUs (colony forming units), indiquant que les bactéries pourraient étre
bloquées dans leur cycle cellulaire a cette étape (Comerci et al., 2001).

Selon le type cellulaire, Brucella rejoint sa niche de réplication entre 6 et 8 heures apres le
début de I’infection. Durant cette étape, la BCV subit de profondes modifications et acquiert des
marqueurs du réticulum endoplasmique. La BCV est alors appelée rBCV (replicative BCV) (Celli
et al., 2003). Cette étape est caractérisée par une augmentation du nombre de CFUs, indiquant
que la bactérie se divise (Celli et al., 2003). Un schéma reprenant les différentes étapes est repris
en Figure 3.

4. Blocage du cycle cellulaire

4.1. Suivi du cycle cellulaire de Brucella abortus

Les premiéres heures suivant I’infection étant caractérisées par un nombre stable de CFUs
(Comerci et al., 2001), notre équipe a voulu déterminer si cela témoignait d’un équilibre
prolifération/mortalité ou d’une incapacité de la bactérie a se diviser. Pour ce faire, divers outils
de biologie moléculaire ont été mis au point (Deghelt et al., 2014). L’un d’entre eux sera décrit
ci-dessous.

Brucella abortus possede deux chromosomes circulaires, appelés chromosomes I et II. Notons
que le deuxieme (1.2 Mb) est plus petit que le premier (2.1 Mb) et serait dérivé d’un
mégaplasmide ayant acquis au cours de 1’évolution des genes essentiels (Moreno and Moriyon,
2006), expliquant sa conservation. Cette hypothese est d’ailleurs appuyée par le fait que le
chromosome II porte proportionnellement moins de genes essentiels que le chromosome I (Jean-
Francois Sternon, données non publiées). Il a été montré que le chromosome I entamait sa
réplication avant le chromosome II (Deghelt et al., 2014). Le suivi de la réplication du premier
chromosome est donc suffisant pour rendre compte de I’état du cycle cellulaire global de la
bactérie. La souche Noril (le N faisant référence au mot anglais « near », donc littéralement
marquage du voisinage de 1’origine de réplication du chromosome I ou oril) a été construite dans
ce but. Elle est caractérisée par la présence d’une séquence parS, venant du plasmide pMT1
(parSpmr1) de Yersinia, qui a été insérée au voisinage de I’oril. Cette séquence est reconnue par
une protéine de fusion ParBpyyri-YFP, encodée sur un plasmide pMR10 (low copy number).
L’observation de deux spots fluorescents par microscopie reflete donc la duplication du site
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Figure 4 : Représentation Schématique et images microscopiques de B. abortus Noril a différents
stade de son cycle cellulaire. Lors de la synthése du chromosome I, les deux séquences parSpmri
ségrégent I’une de ’autre, résultant en deux spots de ParB-YFP distinguables dans la cellule.

Division

i T o

Figure 5: Représentation schématique du marquage au TRSE et de Pincorporation de nouveau
matériel non marqué. L’addition de matériel au pdle en croissance (N) aprés le marquage se traduit par
une absence de fluorescence a ce niveau. Lors de la cytokinése, du matériel est ajouté pour la division, ce
qui peut amener une absence de marquage au « vieux p6le » (O) ou au nouveau.




parSemri, ce qui indique que la bactérie est soit en phase S ou G2 (2n). A ’opposé, un seul spot
correspond a la phase G1 (1n) (Figure 4). Grace a cet outil, il a aussi été possible de déterminer
que I’oril était localisée a I’'un des deux pdles de la cellule (Deghelt et al., 2014).

Dans cette étude, la croissance des bactéries a aussi été suivie en utilisant une sonde
fluorescente Texas Red couplée a un groupement succinimidyl-ester (TRSE). Ce dernier est
capable de réagir avec les groupements amines des protéines. Il en résulte donc un marquage
homogeéne de la membrane externe de Brucella. La bactérie poussant de maniere polaire, il est
possible de distinguer I’intégration de nouveau matériel non marqué au pole néo-formé (Brown et
al., 2011) (Figure 5).

4.2. Enrichissement en G1 et blocage du cycle cellulaire

Grace a ces outils, il a été possible de caractériser le cycle cellulaire de B. abortus durant la
phase non-proliférative. In vitro, en culture liquide, environ 26% des cellules observables sont en
G1. Cependant, 6 heures apres le début de I’infection (phase non-proliférative) en cellule HelLa,
on remarque un accroissement considérable de cette proportion : 79% des bactéries n’ont qu’un
spot visible. Cette observation est aussi valable pour I’infection de macrophages RAW 264.7
(Deghelt et al., 2014). De plus, ils ont observé que durant ce laps de temps, les bactéries ne
grandissaient pas : 81% des bactéries sont entierement marquées au TRSE apres 6 heures et n’ont
donc pas incorporé de nouveau matériel au pole. Ces résultats semblent indiquer que les
pathogeénes entrants sont majoritairement en G1. Pour vérifier cette hypothése, ils ont observé les
bactéries 15 minutes apres le début de I’infection. Cette fois encore, ils ont pu retrouver 71% de
bactéries en G1, ce qui semble indiquer que ces cellules sont plus infectieuses que les autres.
Apres la sortie des compartiments positifs pour LAMP-1, c’est-a-dire entre 8 et 12 heures post-
infection, les bactéries reprennent leur cycle cellulaire, leur croissance et entament la phase de
réplication (Deghelt et al., 2014).

Ensemble, ces données montrent un blocage du cycle cellulaire et de la croissance des
bactéries n’ayant pas encore commencé la réplication de leur ADN durant les premieres étapes de
I’infection. Cependant, 1’avantage sélectif de I’arrét du cycle cellulaire et de la croissance des
bactéries en infection n’est pas encore connu.

5. eBCV : une étape stressante

Comme mentionné précédemment, la premiere étape du cycle infectieux, avant que Brucella
ne rejoigne sa niche de réplication, semble étre particulierement stressante. En effet, I’ interaction
de la BCV avec les compartiments de la voie endosomale résulterait en la formation d’un
environnement extréme auquel les bactéries doivent faire face (Roop et al., 2013).

L’acidification de la BCV, bien qu’ayant été décrite comme étant nécessaire au bon trafic de
Brucella, est un stress en soi (Porte et al., 1999; Roop et al., 2013). La bactérie utilise donc
différents moyens pour résister a ’acidit¢é du milieu, comme par exemple la chaperonne
périplasmique HdeA (Valderas et al.,, 2005). L’acidit¢ du milieu joue aussi un role dans
I’activation de certaines enzymes hydrolytiques comme des hydrolases, ou des exo- et
endopeptidases, parmi lesquelles on retrouvera par exemple la Cathepsine D (Flannagan et al.,
2009). D’autres peptides antimicrobiens, telles que les défensines et les cathélicidines, sont
responsables la perméabilisation des membranes plasmique ainsi que de la paroi bactérienne
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(Flannagan et al., 2009). Bien qu’il ait ét¢ mentionné plus haut qu’aucune trace de Cathepsine D
n’a pu étre mise en évidence dans la eBCV, il est possible que I’interaction de ce compartiment
avec les endosomes résulte en un passage, bien que visiblement réduit, d’hydrolases et de
peptides antimicrobiens vers la niche de Brucella (Roop et al., 2013). Les techniques utilisées ne
seraient probablement pas assez sensibles.

Un autre mécanisme de défense mis en place par les cellules phagocytaires est
I’appauvrissement du milieu. En effet, certaines protéines insérées dans la membrane des
phagosomes sont chargées de diminuer la quantité de nutriments disponibles (Flannagan et al.,
2009). C’est typiquement le cas de la protéine NRAMPI (natural resistance-assiciated
macrophage protein I), qui transporte des cations comme le Fe™" ou le Mn™", qui sont des
cofacteurs essentiels pour une série d’enzymes bactériennes (Cellier et al., 2007; Flannagan et al.,
2009). Le gradient de H' résultant de I’acidification du phagosome serait aussi utilisé somme
source d’énergie pour extraire certains nutriments. La cellule sécrete également des protéines
capables de séquestrer des nutriments essentiels a la croissance bactérienne comme le fer, dans la
lumiére du phagosome. C’est typiquement le cas de la lactoferrine (Flannagan et al., 2009;
Masson et al., 1969). Il a d’ailleurs été avancé que la niche de réplication finale de Brucella
serait en étroite relation avec le réticulum endoplasmique pour faire face a la privation en fer
(Roop et al., 2013). En effet, ’héme de I’hémoglobine est acheminé dans ce compartiment pour y
étre dégradé (Taketani, 2005). De plus, il a ét¢ montré que Brucella posseéde un transporteur
d’héme qui a été identifié comme étant nécessaire a la mise en place d’une infection chronique
dans la rate (Paulley et al., 2007; Roop et al., 2013). Chez E. coli, il a aussi été montré que la
famine pouvait mener a un stress oxydatif. En effet, la bactérie ne peut plus renouveler le pool de
molécules biologiques telles que les protéines ou I’ADN, ce qui menerait au final a une
accumulation des dommages oxydatifs (Dukan and Nystrom, 1998).

Il faut aussi noter que la lumiére du phagosome est un milieu pauvre en O, (James et al.,
1995; Loisel-Meyer et al., 2005). Brucella a donc mis en place différentes stratégies pour faire
face a la privation en oxygeéne comme [’utilisation de complexes assurant la respiration méme a
faible concentration en oxygeéne (Loisel-Meyer et al., 2005; Roop et al., 2013), ou encore en
utilisant un accepteur final d’électrons autre que I’oxygene (Kohler et al., 2002).

Un autre stress potentiellement rencontré est la production de dérivés réactifs de ’azote
(RNS) par I’oxyde nitrique synthase. L’oxyde nitrique (NO') généré peut ensuite subir diverses
modifications, menant a la formation d’une vaste gamme de produits (Flannagan et al., 2009).
L’un des plus remarquables est la formation de peroxynitrite (ONOQO") par réaction avec 1’anion
superoxyde (voir ci-dessous) (Roop et al., 2013). Le peroxynitrite est considéré comme étant un
agent important dans 1’élimination de pathogenes (Fang, 2004).

Enfin, une stratégie de défense bien connue est le burst oxydatif, menant a la formation de
dérivés réactifs de I’oxygene, toxiques pour la bactéries (voir ci-dessous) (Dupre-Crochet et al.,
2013).
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Figure 6: Schéma représentant la formation des principaux ROS par réduction successive du
dioxygeéne. Les potentiels de réduction sont une mesure thermodynamique de I’affinité d’un composé
pour les électrons. Plus le potentiel est élevé, plus leur affinité est élevée, et donc plus ce sont des
oxydants puissants. Le radical libre hydroxyle est le plus réactif, et donc le plus dangereux des trois
(Imlay, 2013).




6. Le stress oxydatif

6.1. Production de dérivés réactifs de I'oxygene

Lors de I’émergence de la vie sur terre, les conditions étaient tres différentes d’aujourd’hui ;
entre autres, ’atmosphere était réductrice. L’apparition de I’oxygéne sur terre n’est arrivée que
plus tard, lors de I’émergence des organismes photosynthétiques (Shaw, 2008). Le probléme est
que 1’0, est une molécule réactionnelle, qui peut provoquer de nombreux dommages. De plus,
I’oxygene étant une molécule apolaire, elle diffuse facilement a travers les membranes. Il en
résulte qu’il n’est pas possible de mettre en place des mécanismes visant a baisser la
concentration intracellulaire en O,. Les organismes ont donc di soit s’adapter en ne vivant que
dans des endroits dépourvus d’oxygene, soit en mettant en place des mécanismes pour faire face
aux dérivés réactifs de I’oxygene, ou ROS (reactive oxygen species) (Imlay, 2013).

L’oxygene en lui-méme ne réagit que difficilement avec les composants principaux du
vivant. Cependant, il est capable d’oxyder de bons donneurs d’électrons dans la cellule,
typiquement les enzymes de la chaine respiratoire, des flavoprotéines, ou encore les centres
métalliques par exemple. Cette réduction de I’oxygéne meéne a la formation de I’anion
superoxyde (O;), qui est une espéce beaucoup plus réactionnelle et donc beaucoup plus
dangereuse que I’oxygéne. Deux réactions d’oxydoréduction ménent successivement a la
formation de peroxyde d’hydrogene (H,O,) et du radical libre hydroxyle (OH"). Ce dernier a été
décrit comme étant le plus réactionnel, et donc le plus dangereux des trois (Dizdaroglu et al.,
1991; Imlay, 2013). Ces réactions sont montrées a la Figure 6. Le potentiel de réduction est une
mesure de I’affinité des composés pour les électrons. Plus le potentiel est élevé, plus ils auront
tendance a accepter des électrons, et donc plus ils seront des oxydants puissants. Par exemple, le
potentiel de réduction du radical libre hydroxyle (2,33 V) étant bien supérieur a celui du
peroxyde d’hydrogeéne (0,38 V), ’OH: est donc un bien meilleur oxydant que 1’H,O,. Il est
important de noter que I’ensemble des ROS ne se limite pas a ces trois espéeces, il en existe de
nombreuses autres. Cependant, ce sont les plus abondantes et qui ont la plus grande importance
au niveau des dégats occasionnés a la cellule (Imlay, 2013).

La génération des ROS via le burst oxydatif est une réponse immunitaire bien connue. En
effet, ces espéces sont hautement toxiques et ont été décrites comme étant bactéricides (Dupre-
Crochet et al., 2013). La formation des ROS, et plus particuliérement I’O;’, par la cellule en tant
que défense est principalement due & la NADPH oxydase. C’est une enzyme membranaire,
composée de deux protéines intégrales qui, suite a certains stimuli, s’assemblent pour former une
enzyme fonctionnelle. Cette protéine étant localisée en membrane plasmique, on la retrouve dans
les membranes des phagosomes, ces derniers pouvant étre par aprés enrichis en NADPH oxydase
par fusion avec d’autres vacuoles (Dupre-Crochet et al., 2013). La cellule héte est donc capable
d’augmenter la concentration en anion superoxyde dans les phagosomes. Cette molécule étant
chargée négativement, elle ne peut pas traverser les membranes par diffusion. Ici encore,
I’acidification de la vacuole joue un réle : le transport d’ions H' dans la lumiére du phagosome
contrecarre les charges négatives apportées par I’anion superoxyde, facilitant ainsi sa génération
(Flannagan et al., 2009).
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6.2. Elimination des ROS

Pour faire face aux ROS, les organismes ont di sélectionner des mécanismes leur permettant
de les éliminer. Les anions superoxyde étant plus dangereux que le peroxyde d’hydrogene,
I’évolution a permis la sélection d’une enzyme capable de catalyser la dismutation de ces anions
en peroxyde d’hydrogene : la superoxyde dismutase (SOD). Deux SOD ont été recensées chez
Brucella. Une SOD cytoplasmique (MnSOD, SodA) et une SOD périplasmique (Cu-ZnSOD,
SodC). La SOD périplasmique serait donc importante pour la bactérie pour faire face a un stress
exogene, en opposition a la SOD cytoplasmique qui jouerait un rdle face a une production
endogene d’O, (Roop et al., 2013). Chez E. coli, il a d’ailleurs été montré que seul I’enzyme
cytoplasmique est synthétis¢ de maniére constitutive, ce qui semble logique car la production
d’anion superoxyde par le métabolisme est continue, contrairement & un stress exogene qui serait
transitoire (Imlay, 2013).

Si I’H,0, est I’espéce la moins réactionnelle et donc la moins dangereuse des trois, il reste
néanmoins important de I’éliminer car la réduction de cette derniére méne a la formation de
radicaux libres OH-, qui eux sont extrémement dangereux pour la cellule. C’est d’autant plus vrai
que I’action de la superoxyde dismutase méne a la formation d’H,0,. Brucella encode différentes
enzymes pour pallier a ce probleme. D’une part la catalase KatE menant a la formation d’O; et
d’eau et d’autre part la peroxydase AhpC, capables de catalyser 1’oxydation de NADH et de
réduire le peroxyde d’hydrogene en eau (Imlay, 2013; Roop et al., 2013). Cette derniére est une
enzyme exprimée en routine (Roop et al., 2013). Cependant, chez E. coli, il a ét¢ montré que lors
d’un stress fort ou de famine, la production de NADH n’est plus suffisante, et il faut faire appel a
un autre systéme : les catalases, qui ont un mode d’action différent. En effet, la réaction se
déroule en deux étapes, et il faut deux molécules d’H,O, successives pour terminer le processus.
Apres la premiére, ’enzyme posseéde en son site actif un résidu ferryl/radical, qui est un oxydant
potentiel. Si les concentrations en ROS ne sont pas suffisantes, il est donc possible que ce
groupement ferryl/radical réagisse avec une autre molécule, causant au passage des dommages
oxydatifs. C’est pourquoi les catalases pourraient ne pas étre appropriées lorsque les
concentrations en H,O, sont trop faibles, et sont complémentaires aux peroxydases (Imlay, 2013).

6.3. Dommages occasionnés

Les dommages occasionnés par un stress oxydatif peuvent étre nombreux, et toucher un
grand nombre de molécules biologiques différentes. Les centres métalliques, que I’on retrouve
fréquemment dans les sites actifs des enzymes sont souvent la cible d’oxydation, inactivant la
protéine. Citons par exemple les centres fer-soufre (4Fe-4S) des déhydratases, ou encore
certaines enzymes utilisant un atome de fer comme groupement prosthétique. Les résidus
cystéines et méthionines des protéines, ainsi que les lipides sont aussi possiblement attaqués par
les ROS (Imlay, 2013). Les membranes lipidiques et leurs protéines sont donc particuliérement
sensibles a I’oxydation (Arts et al., 2015).

Une autre famille de molécules endommagées par les dérivés réactifs de I’oxygene sont les
acides nucléiques. Comme mentionné précédemment, des trois ROS évoqués, seul le radical libre
hydroxyle peut réagir avec ’ADN (Imlay, 2013) et peut occasionner de nombreux dégats
différents, affectant aussi bien les bases que le déoxyribose. Cependant, la lésion la plus
fréquemment observée est la formation de 8-oxodeoxyribo-guanine (8-oxodG, Figure 7) par
oxydation de la guanine directement dans I’ADN ou dans les formes libres du cytoplasme
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(Dizdaroglu et al., 2002). Si la base guanine est plus fréquemment endommagée que les autres,
c’est parce qu’elle a un potentiel de réduction plus bas, ce qui fait d’elle un meilleur donneur
d’électron, donc un bon réducteur (Candeias and Steeden, 1993). La guanine peut donc agir
comme réparateur : elle peut réduire une base oxydée en s’oxydant elle-méme, réparant la 1ésion
au passage (Candeias and Steeden, 1993). Le dommage final se situera donc au niveau de la
guanine (Imlay, 2013). Le probléme majeur du 8-oxodG est qu’il s’apparie préférentiellement a
I’adénine, méme si des liaisons cytosine-8-oxodG sont toujours possibles (Li, 2010). Si ces
dégats ne sont pas réparés, des mutations peuvent apparaitre. En effet, lors de la réplication de
I’ADN, si une adénine s’apparie avec le 8-0xodG du brin guide, il y aura transversion C-G —
A-T. Au contraire, si le 8-0xodG s’apparie a une adénine du brin guide, il y aura transversion
AT =06,

7. Systemes de réparation de ’'ADN

Les dommages a I’ADN peuvent étre réparés de diverses manieres. Ici, nous nous
focaliserons sur la réparation des Iésions oxydatives par la voie de base excision repair (BER),
mais bien sir il existe de nombreux autres systemes de réparation de I’ADN comme le nucleotide
excision repair (NER), ou la réparation par recombinaison homologue (Dizdaroglu, 2005).

7.1. Base excision repair

La voie du BER consiste globalement en I’excision de la base puis du sucre et finalement le
remplacement du nucléotide.

La premiére étape est assurée par une ADN glycosylase, qui va hydrolyser le lien
glycosidique entre le sucre et la base, laissant un site abasique. Ensuite, le lien phosphodiester est
clivé, généralement par une endonucléase apurinique/apyrimidinique (AP endonucléase), laissant
des extrémités 3’-hydroxyle et 5’-deoxyribose-phosphate (van der Veen and Tang, 2015).
Cependant, certaines enzymes dotées d’une activité AP lyase sont capables de réaliser ces deux
étapes. Les extrémités générées seront néanmoins différentes : 3’-a,B-aldéhyde insaturé et 5°-
phosphate (Dizdaroglu, 2005). Ici, il existe deux possibilités nommées short patch ou long patch.
Dans le premier cas, ’ADN polymérase I remplace le seul nucléotide manquant en s’aidant du
brin guide. Dans le second cas, ’ADN polymérase I remplace une dizaine de nucléotides, et le
morceau déshybridé est ensuite clivé par une endonucléase. La lésion en en définitive réparée par
une ligase (Figure 8) (van der Veen and Tang, 2015).

7.2. Systéme MutM MutY MutT

Le systtme MutM MutY MutT est un ensemble de trois protéines agissant en synergie et
intervenant dans la réparation de dommages spécifiques au stress oxydatif, et plus
particuliérement le 8-oxodG (Fowler et al., 2003).

MutM (aussi appelée formamidopyrimidine-DNA glycosylase) est une ADN glycosylase qui
posseéde I’activité AP lyase (Graves et al., 1992). Elle est capable de spécifiquement reconnaitre
la configuration 8-0xodG-C, et de remplacer la base endommaggée par une guanine. Si cette 1ésion
n’est pas réparée, elle peut donner lieu, apres réplication de I’ADN, a des mésappariements entre
une adénine et un 8-0xodG, et finalement induire des transversions C-G — A-T (Fowler et al.,
2003; Li, 2010). MutM étant incapable de reconnaitre et de réparer le mésappariement 8-
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oxodG-A, cette fonction est assurée par MutY, qui est capable d’exciser ’adénine qui sera
ensuite remplacée par une cytosine. On retrouve donc la configuration 8-oxodG-C reconnue et
pouvant étre réparée par MutM (Fowler et al., 2003). Au vu de ce systéme, on constate que MutY
est une enzyme a double tranchant. En effet, elle peut induire des mutations. Si le brin guide
contient un A, et que le 8-oxodG vient s’apparier a celui-ci, MutY reconnait cette configuration,
« répare » cette lésion, ce qui au final donne lieu a une transversion A-T—C-G (Fowler et al.,
2003). Il a d’ailleurs été montré que I’expression de MutY était diminuée lors de I’induction d’un
stress oxydatif chez Escherichia coli, ce qui pourrait montrer que c’est une enzyme fonctionnant
en synergie avec MutM en condition normale, mais qu’elle induirait trop de mutations lors d’un
stress fort (Yoon et al., 2003). Le dernier acteur de ce systeme est MutT. Contrairement aux deux
autres, ce n’est pas une ADN glycosylase. Cette protéine intervient en amont des deux autres,
c'est-a-dire avant |’intégration de la base endommagée dans le génome. En effet, cette enzyme est
capable de reconnaitre les 8-oxodGTP libres et de les hydrolyser en 8-oxodGMP, une forme qu’il
n’est plus possible d’intégrer dans I’ADN (Fowler et al., 2003). La Figure 9 reprend les fonctions
de ces trois protéines, ainsi que I’ensemble des cas et des mutations possibles.
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Objectifs

1. Hypothese

Nous avons vu que le cycle infectieux de B. abortus était scindé en deux grandes partie : la
phase d’invasion et de trafficking, et la phase de réplication. Deghelt ez al. (2014) ont montré que
les bactéries ne répliquant pas leur ADN (G1) semblaient plus invasives que les autres. De plus,
ils ont mis en évidence un blocage du cycle cellulaire et de la croissance de Brucella durant la
premiére phase. Il est donc fort probable que le fait d’étre en G1 soit un avantage pour Brucella,
ce qui a permis la sélection de ce stade particulier pour I’infection lors de I’évolution. Cependant,
la nature de I’avantage sélectif n’est pas encore connue.

Comme le trafic dans des compartiments endosomiaux s’accompagne probablement de
stress, on peut donc émettre I’hypothése que le fait d’étre en G1 conférerait un avantage pour
faire face a ces différents stress. Or, ce qui caractérise une bactérie en Gl est I’absence de
réplication de I’ADN. De plus, nous avons vu que certains stress, et en particulier le stress
oxydatif, peuvent mener a des Iésions a I’ADN. Il serait donc possible que les bactéries bloquent
leur cycle cellulaire pour faire face a ces stress, et pour prendre le temps de réparer les dommages
occasionnés a son ADN avant de commencer la réplication. Dans ce travail, nous nous
intéresserons plus particuliérement au stress oxydatif et son effet sur le cycle cellulaire. Nous
tenterons également de déterminer le role joué chez B. abortus par le systtme homologue aux
protéines MutM, MutY et MutT décrites pour E. coli.

2. Méthodologie

2.1. Stress oxydatif et cycle cellulaire

Pour la premiére partie de ce mémoire, nous avons voulu déterminer si le fait d’étre en G1
pouvait étre un avantage pour Brucella confrontée a un stress oxydatif. La synchronisation de B.
abortus n’étant pas possible, a I’inverse de C. crescentus, nous n’avons pas pu directement tester
les différences de sensibilité au stress oxydatif entre les différents stades du cycle cellulaire. Nous
avons donc utilisé une méthode indirecte. Si le fait d’étre en G1 est un avantage pour faire face au
stress oxydatif, il serait donc peut-étre possible de voir un accroissement de la proportion de ces
bactéries lors d’un stress, soit par élimination des cellules répliquant leur ADN (Figure 10), soit
par modification du cycle cellulaire en faveur des G1 (par exemple par un délai de la transition
G1/S). Nous avons donc utilisé la souche Noril pour caractériser la proportion de G1 apres un
stress oxydatif

2.2. Caractérisation du systeme MutM MutY MutT

La deuxiéme partie de ce mémoire concerne la caractérisation des souches délétées pour le
systéme MutM MutY MutT face au stress oxydatif et en infection. Le but de cette partie du projet
est de déterminer si ce systéme de réparation de dommages oxydatifs causés a I’ADN est crucial
pour la survie en milieu stressant et en infection cellulaire.
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Résultats

1. Proportion de Brucella en G1 cellulaire lors d’un stress oxydatif

1.1. Approche

Comme nous I’avons expliqué dans les objectifs, nous avons émis I’hypothese que le stade
G1 pourrait constituer un avantage pour faire face a différents stress potentiellement rencontrés
durant les premiéres heures suivant I’infection. La synchronisation de Brucella n’étant
actuellement pas possible, il n’a pas été possible de comparer directement les différences de
sensibilité au stress oxydatif entre des bactéries a différents stades de leur cycle cellulaire. Nous
avons donc dii utiliser une stratégie différentes et plus indirecte : si le fait d’étre en G1 constitue
réellement un avantage pour la bactérie lorsqu’elle est soumise a un stress, il serait donc
éventuellement possible de voir un enrichissement en ce stade particulier dans une population
stressée. Ceci pourrait étre dii soit a la sélection du stade G1 par la mort des autres bactéries, soit
a une réponse adaptative de la bactérie au stress. Nous avons donc repris la souche Noril
présentée précédemment (Deghelt et al., 2014). Elle nous a permis de déterminer la proportion de
bactérie en G1 dans une population, et de comparer des échantillons soumis a un stress oxydatif
avec une population dans des conditions de culture normale. Un travail mené par Katy Poncin a
déja montré une augmentation de la proportion de bactéries en G1 apres I’induction d’un stress
alkylant, en présence de méthyl-methanesulfonate (MMS). Il faut noter a ce stade que cette
augmentation de la proportion en G1 n’est observable que lorsque le stress est suffisamment
important que pour induire une chute de 1 log au niveau des CFUs (données non publiées).

Dans ce travail, nous avons utilisé deux agents pour I’induction d’un stress oxydatif. D’une
part le peroxyde d’hydrogene, dont nous avons déja discuté précédemment, et d’autre part le
paraquat. C’est un puissant agent rédox cyclique. Ceci signifie que le paraquat est capable
d’arracher des électrons a un réducteur suffisamment fort, comme des flavoprotéines par
exemple. Cette forme réduite du paraquat est ensuite capable de réduire le dioxygene, menant a la
formation de I’anion superoxyde. Le paraquat est a cette étape revenu a son état d’origine, et prét
a entamer un nouveau cycle (Chang et al.,, 2013; Murphy and Cocheme, 2009). L’anion
superoxyde ne passant pas les membranes, et étant donné le mécanisme d’action du paraquat, le
stress doit en théorie étre induit en intracellulaire. Il faut tout de méme noter que IO, est
rapidement dismuté en H,O,. S’il n’a jamais clairement ét¢ montré comment le paraquat entre
dans les bactéries, de nombreux travaux ont montré que cet agent avait effectivement clairement
un effet sur la croissance bactérienne en conditions aérobies (Hassan and Fridovich, 1978).
Différents autres résultats obtenus chez E. coli tendent a montrer que cet effet est dii a la
production de dérivés réactifs de I’oxygene, comme par exemple une mesure de 1’augmentation
de la concentration en peroxyde d’hydrogene dans une solution bactérienne contenant du
paraquat (Liu and Imlay, 2013), la consommation d’oxygene méme en présence d’un agent
bloquant la chaine de transport des électrons (Hassan and Fridovich, 1979) ou encore
I’hypersensibilité de mutants délétés pour la Mn-SOD ou la Fe-SOD superoxyde dismutase face
au paraquat (Carlioz and Touati, 1986).
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1.2. Stress induit par le paraquat

Différentes concentration en paraquat, un générateur d’anions superoxyde (5 mM, 10 mM,
20 mM, 30 mM, 40 mM, 70 mM et 250 mM), ainsi que différents temps de stress (3 et 6 heures)
ont été testés. Dans le cas du paraquat, le stress a été induit dans du 2YT. Les bactéries Noril ont
ensuite été observées au microscope a fluorescence, et des comptages ont finalement été réalisés
pour déterminer la proportion de Brucella ne répliquant pas leur ADN (G1, 1 spot), et des autres
(G2/S, 2 spots). Plusieurs contrdles ont été réalisés. D’une part, dans une population non stressée
(temps 0 et temps 3 heures), la proportion de G1 attendue se situe aux alentours de 27% (Deghelt
et al., 2014). D’autre part, des CFUs ont été réalisés pour évaluer la viabilité et la capacité des
cellules a se diviser apres le stress.

Les résultats obtenus au cours des différentes expériences n’ont pas permis de montrer une
augmentation de la proportion de G1 suite a un stress induit par le paraquat. Dans un premier
temps, les résultats obtenus semblaient méme indiquer le contraire : une diminution de la
proportion de bactéries ne répliquant pas leur ADN dans les plus basses concentrations testées
(5 mM). Cette tendance semble revenir a la normale lors de I’augmentation des concentrations en
agent oxydant (Figure 11.A). Cependant, il faut noter que la proportion de bactéries pour
lesquelles il n’est pas possible de déterminer le nombre de spots est élevée (jusqu’a 44,7%),
rendant ces résultats difficilement interprétables.

Lors de la répétition de I’expérience, la tendance exactement inverse a été observée : un
accroissement en G1 suivi d’un retour a la normale lors de I’augmentation des doses en paraquat.
Lors de ces tests, aucune chute des CFUs n’a pu étre observée. Nous avons donc décidé
d’investiguer une concentration plus haute en paraquat. De plus, nous avons aussi testé un temps
d’induction du stress plus long (6 h). Une fois encore, aucune accumulation en G1 n’a pu étre
mise en évidence, et aucune chute au niveau des CFUs n’est observable (Figure 11.B).

Une haute concentration en paraquat a été testée et cette expérience a été répétée trois fois
pour confirmer les résultats. Encore une fois, la proportion de G1 dans la population stressée ne
semble pas affectée par un tel stress. Cependant, a ces doses en agent stressant, la proportion de
cellules pour lesquelles il n’est pas possible de déterminer le nombre de spots est tres élevée
(Figure 11.C). Une fois de plus il faut noter 1’absence de chute au niveau des CFUs entre la
condition stressée et non stressée.

1.3. Stress induit par le peroxyde d’hydrogeéne

Dans un deuxiéme temps, nous avons utilisé le peroxyde d’hydrogene comme agent
stressant. Dans ce cas, le stress est exogene. Nous avons donc utilisé ce dérivé réactif de
’oxygene pour déterminer si le blocage en G1 n’était pas dépendant de I’endroit et de la nature
du stress

Comme pour le paraquat, différentes concentration en peroxyde d’hydrogene ont été testées.
Le H;O, pouvant potentiellement réagir avec des éléments du milieu liquide 2YT, nous avons
induit le stress dans du PBS, comme c’est souvent le cas dans la littérature (Fan et al., 2015).

Lors de la premiére expérimentation, nous avons testé des concentrations allant de 30 a 100
mM en H,O,. Si aucune augmentation de la proportion en G1 n’a pu étre mise en évidence dans
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ce test, nous avons pu remarquer |’apparition d’une quantité non négligeable (jusqu’a 11,7%) de
bactéries présentant une quantité anormale de spots : jusqu’a 6 spots (Figure 12.A).

L’exposition de Brucella a 100 mM de peroxyde d’hydrogéne ne semblant pas affecter les
CFUs, nous avons ensuite testé des concentrations allant jusqu’a 250 mM. A une concentration
de 150 mM, les CFUs sont diminuées d’environ un log par rapport au contrdle (Figure 12.B), ce
qui correspond a la chute de CFUs observée lors de I’accumulation en G1 avec le stress alkylant
(Katy Poncin, non-publié). Nous avons donc décidé de répéter cette expérience trois fois. Si
aucune augmentation de la proportion en Gl n’est observable, environ 30% des bactéries
présentent un nombre anormal de spots (Figure 12.C).

Le nombre anormal de spots observés dans des cellules stressées a I’'H,O, nous a amené a
nous poser des questions quant a la quantité d’ADN contenue dans ces cellules. De la cytométrie
de flux a donc été réalisée sur des échantillons stressés. De maniere intéressante, nous avons pu
remarquer que si ces bactéries semblent présenter un nombre d’origine de réplication anormal, la
quantité d’ADN dans cette population est tout a fait similaire au controle (Figure 13).

2. Caractérisation des délétants pour le systéeme MutM MutY MutT

Un certain nombre de stress rencontrés par Brucella dans la e BCV pouvant potentiellement
causer des dommages a I’ADN, nous avons avancé [’hypothése que la bactérie stoppe son cycle
cellulaire en G1 durant cette étape pour prendre le temps de réparer son ADN. Nous intéressant
particuliérement au stress oxydatif, nous avons donc voulu voir si un systeme de réparation de
dommages spécifiques au stress oxydatif pouvait étre impliqué dans la résistance a ce stress.
Nous avons donc choisi le systétme MutM MutY MutT.

Nous avons donc construit différentes souches délétées pour un, deux, ou les trois acteurs de
ce systéme. Pour ces souches délétantes, la majorité du gene a été retiré, incluant les domaines
importants au fonctionnement de la protéine. AmutM excepté, les 5 a 15 derniers et premiers
codons ont été laissés en place, pour éviter des effets polaires. La délétion du geéne a été obtenue
par transformation de B. abortus 544 par un insert de délétion. Une fois cette séquence insérée,
des événements de recombinaison homologue pourront mener a la délétion partielle du geéne
d’intérét.

Pour voir si le systtme MutM MutY MutT était impliqué dans la résistance au stress
oxydatif, nous avons utilisé trois méthodes. Premi¢rement, les disk assays, qui permettent
d’évaluer la différence de sensibilité de différentes souches face a un agent stressant choisi, ici le
paraquat et le peroxyde d’hydrogéne. Deuxiemement, les courbes de croissances, qui permettent
de déterminer la capacité de différentes souches a croitre dans un environnement stressant. Et
troisiemement, le test des souches en infection cellulaire.

2.1. Disk assay

Le principe de cette méthode est simple : un grand nombre de bactéries (environ 4,5.107)
sont uniformément étalées sur 2YT-agar, et un disque de papier Whatman imbibé d’un agent
stressant est déposé en son centre. La diffusion du composé oxydant va créer un gradient de
concentration, et il est donc possible d’évaluer les différences de sensibilité au stress testé entre
différentes souches par mesure de la zone d’inhibition de croissance. Dans le cadre de nos
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Figure 13: Quantité d’ADN dans les bactéries. (A) Contrdle. (B) Population soumise a 150 mM d’H,0,
pendant trois heures. « Counts » représente le nombre d’événements (goutelettes avec une bactérie
chacune) qui donnent une intensité de fluorescence (FL1-H) qui est proportionnelle a la quantité d’ADN
dans chaque celule bactérienne. Les deux pics majeurs représentent les bactéries avec une copie de leurs

chromosomes (FL1-H ~200), ou deux copies de leurs chromosomes (FL1-H ~400).
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Figure 14: Sensibilité des différentes souches au stress oxydatif. Aprés étalement sur milieu 2Y T-agar,
un disque de papier Whatman (5 mm) imbibé de peroxyde d’hydrogéne 30% ou de paraquat 300 mM est
placé au centre de la boite et le tout est incubé 3 jours a 37°C. La sensibilité de la souche est évaluée par la
mesure de la zone d’inhibition de croissance autour du disque. Cette expérience a été réalisée trois fois.




expériences, des populations en phase exponentielle ont été utilisées. En effet, il est connu que
lors de la phase stationnaire, les bactéries mettent en place différents mécanismes leur conférant
une certaine résistance au stress oxydatif. Nous nous attendons donc a ce que les différences entre
les souches soient plus visibles si la population est en phase exponentielle lors du stress.

Les expériences ont été réalisées en triplicats biologiques et techniques, en utilisant soit le
paraquat, soit le peroxyde d’hydrogene comme agent stressant. Lors des mises au point, plusieurs
concentrations en paraquat ont dii étre testées pour trouver une dose a laquelle une zone
d’inhibition de la croissance a pu étre observée. Nous avons donc choisi d’utiliser une
concentration en paraquat de 300 mM. En ce qui concerne le peroxyde d’hydrogéne, nous avons
utilisé une solution HO, 30% de chez Sigma-Aldrich, ce qui correspond a une concentration de
9,8 M.

Ici, 7 souches ont été testées. D'abord les trois simples mutants AmutM, AmutY et AmutT ;
ensuite les trois combinaisons possibles de doubles mutants AmutMAmutY, AmutMAmutT et
AmutYAmutT. Et enfin, la souche délétée pour tout le systtme AmutMAmutYAmutT.
Malheureusement, les résultats obtenus en utilisant le paraquat sont trés variables d’une
expérimentation a I’autre, et ne permettent pas de tirer de conclusion (Figure 14.B). Bien que la
variabilité entre les expérimentations soit moins forte avec le peroxyde d’hydrogene, aucune
différence significative de sensibilité au stress oxydatif n’a pu étre mise en évidence entre les
différentes souches (Figure 14.B).

2.2. Courbes de croissance

Pour définir les courbes de croissance des différentes souches, les bactéries ont été mises en
culture dans du 2YT avec I’agent stressant, excepté pour le contrdle. Ici, seul le paraquat a été
utilisé pour des raisons de biosécurité. En effet, Brucella possédant des catalases, I’ajout de
peroxyde d’hydrogéne se traduit par une libération rapide d’oxygene. Les puits de la plaque dans
lesquels Brucella était mise en culture étant petits, il aurait été possible que les bulles d’oxygene
forment une mousse et finissent par faire déborder le puits, et libérer Brucella dans le laboratoire.
De plus, le peroxyde d’hydrogeéne étant rapidement neutralisé par la bactérie, il nous semblait
plus judicieux d’utiliser le paraquat, sa durée d’action devant en théorie étre plus longue.

Lors des mises au point, nous avons utilisé une concentration de 5 mM en paraquat, ce qui
est faible comparé a ce qui a été utilisé pour I’évaluation de la proportion en G1. Or, déja a cette
concentration, Brucella ne pousse pas suffisamment que pour pouvoir mettre en évidence des
différences de sensibilité au paraquat entre les souches. En effet, si les bactéries semblent se
diviser pendant les premiéres heures, la croissance est lente : elles atteignent leur plateau a une
DO de 0,2 aprés 8 heures, comparé a une DO de 0,8 pour le contrle au méme moment. De plus,
dans la condition sans paraquat, les bactéries continuent a pousser jusqu’a la phase stationnaire
environ 36 heures aprées le début de I’expérience et atteint une DO d’environ 1,8 pour la souche
sauvage (Figure 15.A).

Le stress apparaissant comme trop fort, nous avons décidé de réitérer I’expérience en
baissant les concentrations a 0,5 mM. Malgré cette faible concentration, on remarque quand
méme une trés nette inhibition de la croissance bactérienne. A part pour la souche AmutYAmutT,
nous n’avons pu mettre en évidence aucune différence claire entre les différentes souches en ce
qui concerne leur croissance, que ce soit en conditions normales ou stressantes (Figure 15.B).
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Figure 15: Courbes de croissance des différentes souches en milieu stressants. (A) SmM paraquat, (B) 0,5mM paraquat.




2.3. Infection cellulaire

La méthode des disk assay et des courbes de croissance n’ayant pas permis de mettre en
évidence une différence de sensibilité au stress oxydatif entre les souches in vitro, nous avons
décidé d’utiliser un modele plus complexe : I’infection en cellules. Nous avons donc infecté des
macrophages RAW 264.7 avec nos différentes souches et extraits les bactéries apres différents
temps d’infection (2, 5 et 24 heures). Nous avons finalement réalisé des CFUs, pour déterminer la
capacité d’une souche a infecter et se répliquer dans la cellule.

Lors des premiéres expériences, a 5 heures post-infection, une différence trés hautement
significative entre la souche sauvage et le double mutant AmutMAmutY et une différence
significative entre la souche sauvage et la souche triple délétante ont pu étre mises en évidence.
Vingt-quatre heures apres le début de I’infection, des différences hautement significatives entre la
souche WT et les souches AmutM et AmutY, ainsi que des différences significatives entre la WT
et les doubles mutants AmutMAmutY et AmutMAmutT ont été observées (Figure 16). Cependant,
les expériences suivantes ont montré des résultats trés différents et méme contraires a ceux
observés ici, indiquant que ces résultats ne sont pas reproductibles (données non montrées),
méme s’ils étaient statistiquement significatifs.

3. Caractérisation de la résistance au stress oxydatif de B. abortus

N’ayant pas pu montrer de différences de sensibilité entre nos différentes souches, nous nous
sommes posé des questions en ce qui concerne la capacité de Brucella a résister au stress
oxydatif. En effet, il serait possible que Brucella soit particuliecrement bien équipée pour faire
face a ce stress, et il en résulterait que les dérivés réactifs de 1’oxygéne n’auraient pas 1’occasion
d’interagir avec I’ADN, expliquant I’absence de phénotype observable. Nous avons donc utilisé
la méthode des disk assay pour comparer la capacité de Brucella et de E. coli a se multiplier en
présence de peroxyde d’hydrogene. Les variances étant trop différentes que pour pouvoir
effectuer des tests statistiques, nous n’avons pas pu mettre en évidence de différences
significatives entre les souches (Figure 17).

4. Mises au point du marquage a 'OxyBURST®

Les disk assay n’ayant pas permis de montrer une plus grande résistance au stress oxydatif
de B. abortus par rapport a E.coli, nous nous sommes dit que Brucella évitait ce stress plutot que
de I’affronter dans les cellules. Cette hypothese expliquerait pourquoi il n’y a pas de différence
entre les différentes souches en infection. Pour tester cette hypothése, nous avons donc décidé de
marquer des bactéries avec une sonde sensible au peroxyde d’hydrogene, et d’infecter les cellules
avec le pathogeéne afin de pouvoir détecter le stress oxydatif dans les cellules hotes, avec comme
contrdle, en paralléle, une infection en macrophages activés a I’interféron gamma et au LPS de E.
coli. Lors de ce mémoire, nous avons réalisé les étapes initiales de ce projet de recherche.

L’OxyBURST-SE® (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate-succinimidyl ester, Thermo
Fisher Scientific) est une forme réduite, acétylée et couplé a un groupement succinimidyl-ester de
la sonde hautement fluorescente 2',7'-dichlorofluorescein. Le retrait des deux groupements acétyl
par ’hydroxylamine, ainsi que 1’oxydation de la sonde par 1’H,O, induit donc I’apparition de la
fluorescence. Il en résulte donc qu’il est possible de quantifier la quantité de peroxyde
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Figure 16: Comparaison des différentes souches en infection par realization de CFUs. Les
macrophages RAW 264.7 ont été infectés par les différentes souches a une MOI de 50. Les bactéries ont
été extraites des cellules au triton X100 aux différents temps mentionnés, et le nombre de CFUs / ml a été
déterminé.
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Tableau 1: Récapitulatif des controles effectués pour la mise au point des conditions de marquage
optimal. L’autofluorescence des bactéries a été évaluée en effectuant la manipulation sans la sonde, et la
tendance de la sonde a s’activer en conditions de culture normale, sans stress oxydatif en effectuant le
marquage sans soumettre les bactéries au peroxyde d’hydrogéne. L’H,0, se trouvait en concentration
finale 2 200 mM aprés chaque premier ajout, et théoriquement a 400 mM apreés le second ajout, si I’on ne
tient pas compte de I’action de la peroxydase et de la catalase.




d’hydrogéne auquel une bactérie marquée par cette sonde est soumise par mesure de |’intensité
de la fluorescence. Le marquage de bactéries avec la sonde OxyBURST®-SE se passe donc en
deux étapes. Premierement, la réaction du groupement succinimidyl ester du marqueur avec les
amines accessibles présentées par les protéines de la membrane externe et deuxiémement
I’activation de la sonde par clivage des groupements acétyle par I’hydroxylamine.

La méthode délivrée par le fabriquant étant optimisée pour le marquage de protéines et non
de bactéries, nous avons dii adapter le mode opératoire. Nous avons donc commencé par marquer
des bactéries en culture, avant de passer aux infections. Différents temps de marquage et
d’activation a I’hydroxylamine ont été testés. Ensuite, nous avons testé ’activation de la
fluorescence de la sonde. Nous avons utilis¢é du peroxyde d’hydrogene et du paraquat. Si ce
dernier n’a montré aucune activation de la sonde, I’H,O, a montré de meilleurs résultats. La
production de dérivés réactifs de I’oxygeéne étant continue en cellule, et I’ajout exogeéne de
peroxyde d’hydrogeéne étant rapidement neutralisée par les catalases et les peroxydases des
bactéries, nous avons ajouté le peroxyde d’hydrogéne en deux fois, a 15 minutes d’intervalle.
Pour des résultats optimaux, 1 heure de marquage et 1 heure d’activation sont nécessaires.
Cependant, méme dans ce cas, seule une partie de la population (47,1%, N=257) montre tres
clairement une forte différence de fluorescence (Figure 18.A). Des analyses informatiques et
statistiques sont donc nécessaires. A chaque expérience, deux contrdles ont été réalisés : sans
étape de stress et sans marquage a I’OxyBURST (Tabeau 1). Dans le premier cas, seule une trés
faible proportion de bactéries est marquée (3,7%, N=461). Dans le second cas, un trés faible
signal de background est visible.

Le dernier parametre que nous ayons testé est une fixation au paraformaldéhyde (PFA), pour
contrdler si la fixation n’influait pas la fluorscence de la sonde, et un double marquage
OxyBURST® / Texas RED-succinimidyl ester. Les résultats obtenus montrent qu’il est possible
de fixer les échantillons sans perdre la fluorescence (Figure 18.B) et de réaliser les deux
marquages en méme temps (Figure 18.C). Ceci nous servira a I’avenir pour trouver les bactéries
dans la cellule hote, en microscopie a fluorescence.
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Figure 18: Image des mises au point du marquage a ’OxyBURST-succinimidyl-ester. (A) marquage
obtenu dans les conditions optimales définies dans le texte. (B) Fluoresence apres fixation au
paraformaldéhyde. (C) Double marquage OxyBURST-succinimidyl-ester / TexasRED-succinimidyl-ester.
Seule une partie des bactéries est positive pour la flmuorescence rapportrice de I’OxyBURST aprés le
stress oxydant, et le double marque OxyBURST-SE et TRSE est possible.




Discussion et perspectives
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Discussion et perspectives

1. Le stress oxydatif ne semble pas provoquer d’accumulation en G1

I a précédemment été démontré que, pour les cellules HeLa et les macrophages RAW 264.7,
les Brucella en G1 sont plus infectieuses que les autres, et que la bactérie arréte son cycle
cellulaire et sa croissance durant les premiéres heures suivant ’entrée en cellule (Deghelt et al.,
2014). Cependant, la nature de I’avantage sélectif de ce blocage reste inconnue. L’hypothése
avancée ici est que la bactérie stopperait son cycle pour faire face aux différents stress rencontrés
dans la eBCV. Des résultats obtenus par Katy Poncin avec le stress alkylant semblent d’ailleurs
abonder en ce sens : l'ajout de MMS dans une culture de B. abortus induit une augmentation de la
proportion de G1 (données non publiées). Cependant, nous ne savons pas si ce type de stress est
effectivement rencontré par les bactéries dans les eBCVs. Nous avons décidé de tester un autre
type de stress potentiellement rencontré dans la vacuole : le stress oxydatif induit par les dérivés
réactifs de ’oxygene. Cependant, nous n’avons pas pu observer d’accumulation en G1 a la suite
d’un stress oxydatif, qu’il soit induit par le paraquat ou par le peroxyde d’hydrogene. Il semble
donc que le fait d’étre en G1 ne soit pas une stratégie mise en place pour faire face a un stress
oxydatif.

Il est possible de critiquer le fait que nous ne soyons pas montés suffisamment haut dans les
concentrations en paraquat. En effet, aucune chute de CFUs n’est visible dans ces conditions.
Cependant, il semblerait que le paraquat ait un effet bactériostatique plutdt que bactéricide. En
effet, la consommation d’O, nécessaire pour atteindre une concentration mortelle en dérivés
réactifs de ’oxygene serait trop grande que pour étre plausible (Imlay, 2015). Cette hypothése est
d’ailleurs supportée par nos résultats. En effet, une concentration de 5 mM en paraquat est
suffisante pour inhiber la croissance de Brucella. Cependant, aprés 3 heures d’incubation avec
des concentrations 50 fois plus fortes (250 mM) suivies d'un lavage au PBS, aucune chute de
CFUs comparé au temps 0 n’est observable. Ces résultats semblent donc en effet plut6t montrer
un effet bactériostatique que bactéricide. De plus, nous sommes montés beaucoup plus haut dans
les concentrations en paraquat que ce qui a été trouvé dans la littérature pour E. coli (Bianchi et
al., 1995; Mosel et al., 2013)

Cependant, il faut noter que le stress oxydatif n’est sans doute pas le seul stress rencontré par
la bactérie. Il en existe de nombreux autres, comme la famine, le pH acide, la carence en fer ou
encore les dérivés réactifs de 1’azote (Roop et al., 2013). Il serait donc possible que différents
facteurs agissent en synergie, et que la sélection du stade G1 soit donc une réponse non pas a un,
mais a plusieurs stress simultanés. Il est d’ailleurs bien connu que [I’interaction d’anions
superoxyde (produits par la NADPH oxydase) avec 1’oxyde nitrique (produit par I’oxyde nitrique
synthase) meéne a la formation de peroxynitrite, un composé extrémement réactionnel, et donc
toxique pour la bactérie (Prolo et al., 2015).

Pour terminer cette partie, nous avons réalisé de la cytométrie de flux sur les bactéries
soumises a du peroxyde d’hydrogene. Pour rappel, ces bactéries présentaient un nombre anormal
de spots lorsque nous utilisions la souche Noril. Nous avons donc voulu voir si la quantité
d’ADN synthétisée augmentait aussi, ce qui aurait pu indiquer une réplication incontrélée du
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chromosome. Or, les résultats obtenus ne montrent pas de différences entre la condition normale
et stressante. Ces données pourraient montrer que la bactérie est bien capable d’initier la
réplication de son chromosome, mais que celle-ci avorte rapidement. Il s’en suivrait un nouvel
essai, et le résultat final serait un nombre anormal d’origines de réplication, mais pas une réelle
augmentation de la quantité d’ADN. Une deuxiéme explication possible serait que les protéines
ParB-YFP, sous I’effet du peroxyde d’hydrogene, s’agrégent en amas visibles en microscopie, ce
qui donnerait lieu a ces spots, mais qui ne refléteraient cependant pas le nombre d’origines de
réplications présentes dans la cellule.

2. Le sytéeme MutM MutY MutT ne semble pas essentiel face au stress
oxydatif

Dans la deuxieéme partie de ce travail, nous avons voulu caractériser le comportement de
souches délétées pour un systéme de réparation de dommages oxydatifs de I’ADN, lorsqu’elles
sont confrontées a un stress oxydatif in vitro, et lors d’infections de macrophages ou il est
probable qu’un tel stress soit rencontré.

Certaines études ont déja montré que la délétion de ce systéme chez E. coli se traduisait par
une forte augmentation de la fréquence des mutations, au moins dans les souches délétées pour
deux membres ou plus du systtme MutM MutY MutT (Fowler et al., 2003). Bien qu’aucune
étude n’ait jamais tenté de mettre en évidence des différences de viabilité entre les souches
délétantes, il pourrait sembler logique que lors d’un stress oxydatif, le nombre de mutations non
réparées devienne trop important, et méne finalement a la mort des bactéries. Cependant, ce n’est
pas ce que nous observons ici. En effet, aucune des techniques utilisées n’a pu mettre en évidence
de différence de sensibilité au stress oxydatif entre les souches.

In vitro, la technique des disk assay montre un probléme de variabilité importante entre les
expériences. Ceci pourrait étre di a plusieurs facteurs. Il est par exemple difficile d’étaler les
bactéries de maniére parfaitement homogeéne sur milieu solide. Or, nous savons qu’une densité
plus forte en bactéries confere a ces derniéres une plus grande résistance au stress oxydatif. Ceci
est expliqué par la plus grande concentration en enzymes protectrices comme les superoxydes
dismutases ou les catalases. Il en découle aussi que d’une fois a 1’autre, si la densité bactérienne
n’est pas exactement la méme, des résultats différents seront probablement obtenus. A cause de
cet effet de protection mutuel des bactéries, nous avons réalisé des disk assay en diminuant la
densité de population étalée sur boite de Petri. Cependant, méme dans ces conditions aucune
différence entre les souches n’a pu étre observée. Il serait dés lors intéressant de réitérer
I’expérience avec des densités bactériennes encore plus faibles.

Si la technique des disk assay ne semble pas idéale pour mettre en évidence de faibles
différences au niveau de la sensibilité au stress oxydatif, la méthode des courbes de croissance
pourrait donner des résultats plus aisés a quantifier et plus reproductibles. Elle n’a néanmoins
montré aucune différence notable entre les souches, excepté pour la souche AmutYAmutT lors des
courbes de croissances. Cependant, il faut noter que la meilleure croissance de ces bactéries
comparées aux autres est plus probablement due & une contamination du milieu qu’a une réelle
différence de sensibilité au stress oxydatif. En effet, une telle différence devrait se voir lors des
disk assay, ce qui n’est pas le cas.
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Lors de I’infection de macrophages, si I’on prend les résultats séparément, il est possible de
mettre en évidence des différences significatives entre certaines souches. Cependant, la non
reproductibilité des résultats entre expérimentations montre que ces différences seraient plutot
dues a une variabilité propre a I’expérience qu’aux souches elles-mémes. Il est donc possible de
conclure que les différentes souches ne sont pas affectées en termes d’infectiosité, de capacité de
survie dans la eBCV ou de réplication dans la rBCV.

Ces résultats pourraient étre expliqués de diverses fagons. Il faut tout d’abord noter que chez
E. coli, les simples mutants montrent des taux de mutation similaire a la souche sauvage (Fowler
et al., 2003). Il apparait donc logique que ces mutants n’aient pas de phénotype visible au niveau
de la survie en cas de stress oxydatif.

Ensuite, comme nous I’avons déja mentionné, MutY est une enzyme a double tranchant. En
effet, si elle peut prévenir ’apparition de mutations, elle peut aussi augmenter le nombre de
transversions A-T—C-G. En fait, il a méme été montré que MutY est régulé négativement lors
d’un stress oxydatif chez E. coli. Cette protéine serait des lors exprimée et active en conditions
normales. Néanmoins, le taux de mutation qu’elle engendrerait lors d’un stress oxydatif serait
trop important et il serait donc avantageux d’arréter la transcription du gene (Yoon et al., 2003).
L’absence de phénotype observable pour les souches délétées pour mutY peut donc étre expliquée
par le fait que le géne mutY serait réprimé lors d’un stress oxydatif, et donc sa délétion ne
résulterait pas en un phénotype visible dans de telles conditions. Une manipulation qui serait
intéressante de réaliser a I’avenir serait d’ailleurs d’évaluer et de comparer le taux de mutation
entre les différentes souches. Une maniére serait d’observer ’apparition de de résistances a la
rifampicine. En effet, des mutations dans le géne rpoB, codant pour une sous-unité de I’ARN
polymérase, mene a ce genre de résistance (Fowler et al., 2003; Jin and Gross, 1988). Etant donné
que la brucellose humaine est traitée avec de la rifampicine, il serait judicieux d’utiliser la
résistance au 5-fluoro-orotate (SFOA), qui est médiée par I’inactivation des génes pyrE ou pyrF,
les homologues de URAS5 et URA3 chez les levures.

Ensuite, il faut étre conscient que Brucella, et les bactéries en général, possédent de
multiples systémes de réparation de I’ADN (Baharoglu and Mazel, 2014), dont certains peuvent
réparer tous types de lésions et ne se limitent pas a un dommage en particulier. Il serait donc
possible que la délétion d’un ou plusieurs membres du systtme MutM MutY MutT soit au moins
en partie complémentée par un autre systeme de réparation de I’ADN.

En outre, une augmentation de la fréquence de mutations ne se traduit pas forcément par la
mort cellulaire. Une étude a méme montré que, chez Pseudomonas aeruginosa, si la délétion du
systtme MutM MutY MutT résulte bel et bien en une augmentation de la fréquence des
mutations, cette derniére pourrait avoir des effets bénéfiques sur la bactérie. En effet, ils ont mis
en évidence une augmentation de la fréquence d’apparition de résistance aux antibiotiques. De
maniére surprenante, ils suggérent méme I’utilisation d’antioxydants pour diminuer la formation
de dérivés réactifs de I’oxygene, ce qui ménerait a une baisse du taux de mutation pour prévenir
I’apparition de résistance aux antibiotiques (Mandsberg et al., 2009).

En fait, I’idée que les dérivés réactifs de I’oxygene et les mutations qui en découlent ont un
effet bactéricide provient des études réalisées sur les radiations ionisantes. Ces derniéres meénent
a la formation de radicaux libres hydroxyles, susceptibles de réagir avec I’ADN. Cependant, il
existe une différence capitale entre les radiations ionisantes et I’apport exogeéne de dérivés
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réactifs de 1’oxygene. En effet, les premiéres menent a une formation trés localisée de radicaux
libres, ce qui se traduit par des lésions qui peuvent étre tres proches sur I’ADN, et peut finalement
mener a des ruptures doubles brins potentiellement Iétales (Imlay, 2015). Une étude a méme
montré que ces cassures doubles brins pouvaient étre le résultat de I’activité de systemes de
réparation des ADN glycosylases, dont MutM et MutY font partie. En effet, les radiations
ionisantes menant a la formation de clusters de lésions, la réparation simultanée de deux bases
endommagées en vis-a-vis par des ADN glycosylases meéne a des ruptures double brin (Chang et
al., 2005). A I’opposé, un apport exogeéne de ROS induit une formation de dommages de maniére
beaucoup plus dispersée sur I’ADN, ce qui permet une réparation beaucoup plus efficace (Imlay,
2015). Un stress oxydatif de cette nature serait donc plutdt bactériostatique et non bactéricide
comme il est communément pensé (Imlay, 2015). Ces données semblent montrer que le role du
burst oxydatif aurait été surestimé par le passé et qu’il faudrait plutdt considérer la capacité des
macrophages a supprimer les pathogénes comme étant le résultat de divers facteurs.

Quand on parle d’effet bactériostatique du stress oxydatif, il peut étre tentant de faire le lien
avec l’arrét du cycle cellulaire observé durant les premiéres heures suivant I’infection.
Cependant, cette hypothése nous parait peu probable. En effet, les données fournies par la
cytométrie de flux pourraient indiquer que la cellule initie bien la réplication de son ADN
lorsqu’elle est soumise au peroxyde d’hydrogene, mais serait incapable de la terminer. Elle
recommencerait plusieurs cycle d’initiation / avortement de la réplication du chromosome. Il
apparait donc comme peu probable que ce stress oxydatif soit a [’origine du blocage du cycle
cellulaire en G1.

Finalement, il est aussi possible que B. abortus soit particuliecrement bien équipée pour faire
face au stress oxydatif. En effet, nous avons déja vu qu’elle possédait plusieurs enzymes pour
faire face aux dérivés réactifs de ’oxygene. Elle possede aussi deux superoxydes dismutases,
’'une cytoplasmique et ’autre périplasmique, et il a été montré que cette derniére est importante
pour la protection contre le burst oxydatif en macrophage (Gee et al., 2005). Il est donc des lors
possible qu’aucun phénotype ne soit observable pour ces souches simplement car les ROS n’ont
pas I’occasion d’interagir et de causer des dommages a I’ADN. Nous avons donc décidé de
comparer la résistance au stress oxydatif de la souche sauvage de B. abortus avec E. coli, pour
déterminer si B. abortus est effectivement particulierement résistante au stress oxydatif.

3. B. abortus éviterait le stress oxydatif plutot que de le combattre

Bien qu’a chaque expérience de disk assay les zones d’inhibition de croissance observées
pour B. abortus soient plus grandes que pour E. coli, I’analyse statistique n’a pas montré de
différence significative de sensibilité au peroxyde d’hydrogéne entre les deux bactéries. Ces
résultats indiquent que, contrairement a I’hypothése qui avait été émise, Brucella ne semble pas
particuliérement résistante au stress oxydatif. Ces résultats sont appuyés par le fait que E. coli
encode en son génome une superoxyde dismutase de plus (Fe-SOD) et une catalase (KatG) de
plus que Brucella (Imlay, 2013).

On sait que Brucella doit faire face a un environnement pauvre en nutriments durant les
premiéres heures de ’infection, et par exemple, elle est soumise a une carence en manganese
(Anderson et al., 2009). Or, la seule superoxyde dismutase décrite chez B. abortus a ce jour est
une Mn-SOD, qui a donc besoin de manganése pour étre fonctionnelle. Il serait donc possible que
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la bactérie soit particulierement sensible au stress oxydatif dans la eBCV. Or, les CFUs semblent
étre stables a ce niveau (Comerci et al., 2001). Il serait donc dés lors possible que Brucella soit
capable d’éviter le stress oxydatif plutot que de le combattre. Cependant, un argument contraire
peut contrebalancer cette hypothése : les transporteurs & Mn™" ont été décrits comme étant
cruciaux lors de I’infection, bien que le réle de ces ions ne soit pas encore totalement compris
(Anderson et al., 2009; Roop et al., 2013). Il se pourrait donc que le transport de manganeése soit
capital justement pour garder une quantité suffisante de superoxyde dismutase active, ainsi que
d’autres enzymes, telle que ’homologue de RelA-SpoT (Rsh), qui médie la réponse de famine
(Dozot et al., 2006). Dans le méme ordre d’idée, il serait possible que la bactérie stoppe sa
croissance pour faire face a la famine en manganese et ainsi éviter une « dilution » des Mn-SOD
au cours des différents tours du cycle cellulaire. Encore une fois, il serait donc possible que
’avantage d’étre en G1 ne soit visible que lorsque différents stress sont combinés, et il serait
donc dés lors intéressant d’investiguer en cette direction. Cependant, cette théorie n’explique pas
pourquoi le stade G1 a été choisi durant I’évolution pour infecter les cellules. Alternativement, la
sélection des G1 a I’entrée en cellules HeLa ou en RAW 264.7 pourrait n’étre qu’un artéfact d a
I’expression préférentielle d’une forme d’adhésion ou d’internalisation dans les bactéries
récemment issues de la division cellulaire, et il n’y aurait dés lors aucun avantage sélectif a
internaliser les bactéries au stade G1 dans les cellules hotes.

Ces conclusions, combinées avec les résultats des infections semblent indiquer que durant
I’évolution, B. abortus a sans doute développé une stratégie d’évasion au stress oxydatif durant
’infection plutot qu’une forte résistance. En effet, si le stress oxydatif était une étape limitante
durant I’infection des macrophages, on pourrait s’attendre a des dommages oxydatifs causés a
I’ADN, et donc & une moins bonne survie des souches délétées pour le systtme MutM MutY
MutT, ce qui n’est pas le cas ici. Cependant, il faut noter que nous n’avons pas testé ces souches
en macrophages activés avec de |’interféron gamma et du LPS d’E. coli par exemple. Il serait des
lors peut étre intéressant d’investiguer dans cette direction a I’avenir.

Si certaines études ont déja montré que si Brucella induisait un burst oxydatif dans les
neutrophiles, celui-ci est faible (Barquero-Calvo et al., 2007). De plus, une autre équipe a montré
que Brucella survit aussi bien dans des macrophages délétés pour la NADPH oxydase que dans
des macrophages sauvages (Sun et al., 2002). Cependant, une différence de survie a pu étre mise
en évidence dans des macrophages activés a I’interféron gamma (Sun et al., 2002). Or, cette
différence n’est plus observable in vivo, dans des souris ne possédant pas un complexe NADPH
oxydase fonctionnel (Barquero-Calvo et al., 2007; Sun et al., 2002). Les macrophages in vivo se
défendraient donc moins bien que les macrophages activés in vitro. Il apparaitrait aussi que la
eBCV soit bien moins riche en NADPH oxydase que la rBCV, expliquant la survie de Brucella
pendant les premiéres heures de l'infection des macrophages (Gay et al., 1984). De plus, il
semblerait que les concentrations en peroxyde d’hydrogene dans le phagosome des macrophages
ne soient pas suffisantes pour étre bactéricides (Imlay, 2015). Si le fait que les macrophages ne
soient pas capables de produire suffisamment de ROS que pour éliminer les bactéries peut
paraitre surprenant, ceci pourrait encore une fois indiquer que le stress oxydatif n’agit pas seul
pour exercer son action bactéricide.

Si tous ces résultats semblent indiquer que Brucella est effectivement capable d’éviter le
stress oxydatif durant I’infection, il n’a encore jamais été clairement montré qu’elle ne ressentait
pas un tel stress.
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Nous avons donc voulu investiguer dans cette direction et voir, si oui ou non, B. abortus est
confrontée a un stress oxydatif durant I’infection de macrophages RAW 264.7. Pour ce faire,
nous avons utilisé une sonde sensible au peroxyde d’hydrogene, capable de se lier a la membrane
externe des bactéries : I’OxyBURST®-succinimydyl ester. Comme mentionné précédemment, il
n’a pas été possible d’observer une population positive de maniere homogene : si certaines sont
clairement fluorescentes, la plupart montrent seulement un niveau d’activation faible ou moyen.
Cependant, les bactéries stressées avec 1'H,O, étaient globalement plus fluorescentes que les
bactéries non stressées (47,1% de la population clairement marquée en condition de stress contre
3,7% en condition non stressante). C'est pourquoi nous avons décidé de tester ces souches en
infection. Ici, nous avons testé en paralléle I’infection en macrophages naifs et en macrophages
activés au LPS d’E. coli et a I’interféron gamma. Au moment ou sont écrites ces lignes, les
résultats ne sont pas encore disponibles. Nous prévoyons de réaliser des analyses informatiques et
statistiques comparant une population en culture, marquée et soumise a un stress a nos
échantillons provenant de I’infection pour déterminer si Brucella est confrontée a un stress
oxydatif en cellule. Une autre manipulation intéressante serait de comparer le taux de mutation
entre les différentes souches délétées pour le systtme MutM MutY MutT en infection, comme
expliqué dans la section « Le sytétme MutM MutY MutT ne semble pas essentiel face au stress
oxydatif ». Si in vitro les souches présentent des taux de mutations en condition de culture ou lors
d’un stress oxydatif comme c’est le cas chez E. coli (Fowler et al., 2003), ceci pourrait aussi nous
permettre de voir si oui ou non Brucella rencontre un stress oxydatif en infection.
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Conclusion

Nous avons basé ce travail sur un fil conducteur : les dommages a ’ADN. En effet, ceux-ci
sont potentiellement causés par toute une série de stress potentiellement rencontrés dans
I’endosome. De plus, B. abortus entre préférentiellement en cellule hote en G1 et elle bloque son
cycle cellulaire durant les premiéres heures suivant I’infection. Or, la principale différence entre
le stage G1 et G2/S est I’absence de réplication de I’ADN et la présence de seulement une seule
copie des chromosomes. Nous avons donc avancé I’hypothése que la sélection, au cours de
I'évolution, du stade G1 pour infecter les cellules hotes avait été favorisée par une meilleure
survie de ce type bactérien face aux stress & 'ADN rencontrés dans la eBCV par B. abortus.
Ainsi, il est possible que la non réplication de son I'ADN soit une maniere pour la bactérie de
prendre le temps de réparer les l€sions causées a son ADN.

Parmi les différents stress rencontrés, le stress oxydatif est sans doute le plus décrit de tous et
il est bien connu que les dérivés réactifs de 1’oxygeéne peuvent causer des dommages a I’ADN.
Nous avons donc décidé de commencer nos investigations de ce coté.

Dans ce travail, nous n’avons pas pu montrer un avantage des Gl par rapport aux autres
stades pour faire face au stress oxydatif. De plus les résultats obtenus par la caractérisation des
délétants pour le systtme MutM MutY MutT n’ayant montré aucune différence de survie entre
les deux souches, deux hypothéses s’ouvrent a nous : soit Brucella a développé au cours de
I’évolution des capacités exceptionnelles pour faire face au stress oxydatif, soit elle réussit a
éviter ou ce stress durant 1’infection.

La comparaison de la sensibilité au peroxyde d’hydrogéne de Brucella et de E. coli ne nous a
pas montré une capacité hors du commun du pathogeéne a résister au stress oxydatif. Nous
pensons donc actuellement que la stratégie mise au point par Brucella est d’éviter les dérivés
réactifs de 1’oxygeéne plutdt que de les combattre. Pour vérifier cette hypothése, nous sommes
actuellement en train de réaliser des infections avec des bactéries marquées par une sonde
sensible au peroxyde d’hydrogene. Cette derniére devrait pouvoir nous confirmer si oui ou non,
B. abortus est soumise au burst oxydatif durant I’infection cellulaire.

Enfin, un dernier point d’importance soulevé dans ce mémoire est que si le role du stress
oxydatif dans le contrdle de la brucellose semble avoir été surestimé, il se pourrait que ce soit
aussi le cas pour le reste des bactéries pathogenes intracellulaires. En effet, des dérivés réactifs de
’oxygene semblent avoir un effet bactériostatique plutét que bactéricide et ce, méme dans les
phagosomes (Imlay, 2015). Il serait donc intéressant de revoir le réle du burst oxydatif dans
I’élimination de pathogenes intracellulaires, et de ne pas sous-estimer la synergie possible entre
les différents stress possiblement rencontrés dans les macrophages.
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B. abortus 544

Genotype
B. abortus 544 Nal"

Description
Souche sauvage

Référence
J.-M.

Verger,
INRA, Tours
Noril B. abortus 544 B. abortus 544 avec une J.-F.
Noril::parSyvri/ séquence parS ( du plasmide Sternon,
pMR10 yfp-parBuur: pMT1) insérée pres de URBM,
I’origine de réplication du Namur'
chromosome I (oril). Cette
séquence est reconnue par
ParB — YFP, encodée sur un
plasmide pMR10
AmutM B. abortus 544 AmutM  B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
mutM
AmutY B. abortus 544 AmutY B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
mutY
AmutT B. abortus 544 AmutT  B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
mutT
AmutMAmutY B. abortus 544 B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
AmutMAmutY mutM et mutY
AmutMAmutT B. abortus 544 B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
AmutMAmutT mutM et mutT
AmutYAmutT B. abortus 544 B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
AmutYAmutT mutY et mutT
AmutMAmutYAmutT  B. abortus 544 B. abortus 544 délétée pour  Cette étude
AmutMAmutYAmutT mutM, mutY et mutT

Tableau 2: Liste des souches utilisées dans cette étude.




Matériel et méthodes

1. Souches et culture

1.1. Brucella abortus

Durant cette étude, B. abortus 544 a été utilisée comme souche sauvage (WT). Toutes les
autres souches ont été obtenues a partir de celle-ci (Tableau 2). Elles ont été cultivées a 37°C
dans du 2YT durant la nuit pour les cultures liquides, et pendant trois jours pour les cultures sur
milieu solide. La composition des différents milieux est disponible dans le Tableau 3. Des
antibiotiques pouvaient éventuellement étre ajoutés selon le plasmide intégré: 10 pg/ml de
kanamycine pour le plasmide pNPTS138, utilisé pour I’intégration des inserts de délétion lors des
conjugaisons avec E. coli. B. abortus 544 étant résistante a 1’acide nalidixique, cet antibiotique a
aussi été utilisé lors des conjugaisons pour sélectionner Brucella par rapport a E. coli. Les
souches sont stockées dans du 2YT + 30% glycérol a -80°C.

1.2. Escherichia coli

Pour D’obtention des souches de délétion de B. abortus, E. coli a été utilisé pour
I’amplification de I’insert de délétion et pour son transfert vers B. abortus 544 (voir ci-dessous).
E. coli a été cultivé durant la nuit dans du milieu Luria-Bertani (LB, composition tableau 3). De
la kanamycine (50 pg/ml) pouvait éventuellement étre ajouté au milieu pour sélectionner les
bactéries ayant intégré le plasmide pNPTS138 (medium copy number). Les souches sont stockées
dans du LB + 30% glycerol a -80°C.

1.3. Macrophages RAW 264.7

Les macrophages RAW 264.7 sont cultivés en milieu DMEM + 10% de sérum bovin
décomplémenté par chauffage a 56°C (par simplicité, ce milieu sera appelé DMEM a partir d’ici).

2. PCR
2.1. Q5®

Pour I’obtention et ’amplification des inserts de délétion, la polymérase de haute-fidélité
Q5® (New England Biolabs® Inc) a été utilisée. Le mix PCR est composé de 10 ul de Q5 5X
buffer, 4pl de dNTPs (SmM chacun), 0.5 pl de chaque primer (20 pM chacun), 1pl d’ADN
template, 0,511 de I’enzyme (2000 unités/ml) et finalement de 33.5 pl d’eau pour obtenir un
volume final de 50 pl. Le cycle des températures est divisé en trois grandes étapes: la
dénaturation initiale (30 secondes, 98°C), I’amplification et 1’élongation finale (10 minutes,
72°C). L’étape d’amplification est elle-méme divisée en trois étapes répétées 30 fois :
dénaturation (98°, 10 secondes), hybridation (10 secondes, température dépendant des primers
utilisés) et élongation (30 secondes/1000 paires de bases a amplifier, 72°C). Une étape
préliminaire a été ajoutée pour la PCR d’assemblage (PCR-3): 5 cycles (dénaturation,
hybridation et élongation) sans primer. Cette étape a pour<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>