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Résumeé

La maladie de Crohn (MC) est une affection inflammatoire chronique du tube digestif
dont l'étiologie reste mal connue. Les lésions iléales de patients atteints de MC sont
anormalement colonisées par des souches pathogengéscherichia coliappartenant au
pathovar AIEC pour_Aherent-hvasive E. col. Ces souches adhérent et envahissent
fortement les cellules épithéliales intestinales. Elles sont également capables de se multiplier
fortement en macrophages et d’'induire une sécrétion élevée dei. TNF-

L’objectif de ce travail est d’analyser les systemes de régulation de la souche AIEC de
référence LF82 impliqués dans l'expression maximale de virulence au sein la lumiéere
intestinale et/ou en conditions intracellulaires.

Nous avons étudié la co-régulation de I'expression des pili de type 1 et des flagelles en
partant de I'observation qu’'un mutant n’exprimant plus de flagelles perd de facon
concomitante sa capacité a synthétiser des pili de type 1. Nous avons pu monter que cette co-
régulation complexe met en jeu la concentration intracellulaire en di-GMP cyclique et en
protéine de type-histone Fis. Ces systemes de régulation transcriptionnelle permettent une
expression maximale des pili de type 1 qui, en conditions intestinales, conferent aux AIEC un
avantage par rapport a la flore commensale.

L’annotation et I'analyse du génome de la souche AIEC LF82 a permis de mettre en
évidence l'existence dlots de pathogénicité, des génes spécifiques codants de potentiels
facteurs de virulence mais également des mutations ponctuelles, de type pathoadaptatives,
dans des genes de virulence connus permettant vraisemblablement aux souches AIEC de
coloniser la muqueuse intestinale de patients génétiguement prédisposés a développer une
MC.
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INTRODUCTION

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique du tube digestif
caractérisée par un état d’hyperactivation du systeme immunitaire intestinal et évoluant par
des poussées chroniques et des périodes de rémissions. L’étiologie de cette maladie est encore
mal connue et de ce fait, aucun traitement spécifique n’est disponible. La MC touche avec
prédilection I'adulte jeune et représente un probléme majeur de santé publique de par ses
conséquences invalidantes, sa nature chronique et récidivante et sa prévalence croissante. Les
données cliniques et expérimentales ont apporté la preuve d’'une étiologie multifactorielle a
composante génétique. Une des hypotheses étiologiques la plus communément adoptée est
gue la MC serait la conséquence d’une réponse immunitaire anormale dirigée contre un agent
infectieux survenant chez un malade génétiquement prédisposé. Parmi les agents infectieux
incriminés, plusieurs arguments épidémiologiques, cliniques et expérimentaux sont en faveur

d’un réle possible de Escherichia cdkns I'étiologie de la MC.

Les E. coli bacilles a Gram négatif de la famille desterobacteriaceaesont des
bactéries commensales du tube digestif des mammiféres et constituent 'espéce dominante de
la flore aéro-anaérobie de l'intestin. Cependant, il existe des souckesalepathogenes qui
se distinguent des souches commensales par I'acquisition de propriétés de virulence a I'égard
de I'hdéte. Ces propriétés de virulence leur permettent de s’affranchir des mécanismes de
défense de I'hote afin de s’établir dans de nouvelles niches écologiques et d’exprimer leur
pathogénicité. Selon les facteurs de virulence acquis et leur tropisme tissulaire, ces souches de
E. coli pathogénes ou pathovars peuvent étre a l'origine d’'infection du tractus digestif, de

I'arbre respiratoire et du tractus urinaire, mais également de méningites et de septicémies.

Des études menées au laboratoire de « Pathogénie Bactérienne Intestinale » ont permis de
montrer que la muqueuse iléale de patients atteints de MC est anormalement colonisée par des
souches deE. coli ayant la propriété d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales
intestinales en culture. Aucun des déterminants génétiques d’invasion corthaisndeclla,
Shigellaou E. coli responsables d’infections gastro-intestinales n’a été retrouvé chez les
souches deE. coli isolées de Iésions iléales de patients atteints de MC, indiquant que le
processus d’invasion repose sur des déterminants génétiqgues d’invasion originaux. Ces

souches sont également capables de survivre et de se multiplier fortement en macrophages






sans induire de mort cellulaire et les macrophages infectés sécretent des taux élevés de TNF-
a. Un nouveau pathovar de coli, associé a la MC, a pu ainsi étre défini et dénommeé AIEC

pour « Adherent-Invasiv&. coli». Chez un patient prédisposé, suite & une colonisation de
I'épithélium intestinal via le récepteur CEACAMG6, les souches AIEC pourraient étre
capables, de par leur propriété d’invasion des cellules épithéliales intestinales, de franchir la
barriére intestinale et de se disséminer dans la muqueuse et dans les tissus sous-jacents. Les
souches AIEC pourraient ensuite survivre et se multiplier fortement dans les macrophages
résidents, en induisant une synthése accrue de cytokines proinflammatoires conduisant a
'entretien de I'état inflammatoire. Certains facteurs de virulence de la souche de référence
AIEC LF82 ont été mis en évidence notamment des structures de surface comme les flagelles

et les pili de type 1.

Le travail qui m'a été proposé s’inscrit dans la compréhension des mécanismes de
régulation de I'expression de facteurs de virulence des souches AIEC en modele cellulaire. En
particulier la compréhension de la co-régulation existant entre les flagelles et les pili de type
1. De plus, jai pu continuer la caractérisation du pathovar AIEC par I'annotation et I'analyse
de son génome complet de la souche de référence AIEC LF82.

Une premiere partie introductive de ce travail fait le point sur la MC et présente les
différents arguments en faveur d’'une piste infectieuse de cette pathologie et notarkment a
coli. Nous nous sommes plus particulierement intéressés a l'organisation du génome et aux
mécanismes de virulence de cette espéce. Par la suite seront exposés les connaissances
actuelles concernant la régulation génique chez les procaryotes en décrivant notamment les
différentes voies de transduction des signaux, en particulier le réle des systemes a deux
composants et du second messager qu’est le di-GMP cyclique.

Dans une deuxieme partie sont exposés et commenteés les travaux réalisés. lls concernent
tout d’abord I'étude de la co-régulation entre les flagelles et les pili de type 1 faisant
intervenir le di-GMP cyclique mais également la protéine de type-histone Fis au contact des
cellules épithéliales intestinales. Enfin, I'analyse du génome complet de la souche AIEC de
référence LF82 a permis de mettre en évidence la présence de certains facteurs de virulence
mais aussi de mieux comprendre son évolution pathoadaptative par rapport auk.acities
pathogénes. L’ensemble de ces travaux ont permis de mettre en évidence une capacité
adaptative des souches AIEC aux conditions rencontrées dans le tractus intestinal chez des

patients géenétiquement prédisposés.
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Figure 1 : Docteur Burrill B. Crohn (1884-1983).

Le Dr Burrill B. Crohn, un médecin New-Yorkais, a décrit le premier un groupe de patients atteints
d’iléites dans un article publié en 1932. Depuis, cette maladie porte son nom.
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Figure 2 : Incidence et répartition géographique ae 1a maladie de Crohn dans le monde.
L’incidence de la MC est globalement plus élevée en Amérique de Nord et en Europe.



l. La maladie de Crohn

Les maladies inflammatoires chroniques ou cryptogénétiques de l'intestin (MICI), qui
incluent la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH), sont des désordres
chronigues du tractus gastro-intestinal. La MC fut décrite pour la premiére fois en 1932 par
Burrus B. Crohn, médecin américalfiqure 1), qui donna ainsi son nom a cette pathologie.

Il décrivit 14 cas d’une affection appelée alors « lléite Terminale ou Régionale » et localisée a
la moitié terminale de l'iléon. Par la suite, des anomalies tissulaires identiques ont également
pu étre observées en d’autres sites du tube digestif (Crohn et al., 2000).

La MC est caractérisée par un état d’hyperactivation du systeme immunitaire de I'intestin,
évoluant par poussées entrecoupées de périodes de rémission clinique de durées variables.
Bien que tous les segments du tractus gastro-intestinal, de la bouche jusqu'a I'anus, puissent
étre affectés, les sieges préférentiels des lésions caractéristiques de la MC sont l'iléon
terminal, le cb6lon et l'anus. Cette pathologie touche avec prédilection I'adulte jeune,
présentant un pic d'incidence entre 15 et 30 ans. Elle se caractérise par des douleurs
abdominales, de la diarrhée, de la fievre et une dénutrition. Des manifestations inflammatoires
extra-digestives peuvent étre également observées au niveau cutané, articulaire ou oculaire
(Karlinger et al.,, 2000). La MC a un fort retentissement sur la vie personnelle et
professionnelle des malades en raison de la fréquence des poussées, des complications et du
recours parfois itératif a la chirurgie. A ce jour, il n'existe pas de traitement médical
spécifiqgue et susceptible de guérir définitivement la MC, mais seulement des traitements
suspensifs ayant pour but de contrdler les poussées et de limiter les récidives. Le diagnostic de
la MC peut étre difficile et repose sur des observations cliniques, I'endoscopie, les biopsies
iléo-coliques et la radiologie de lintestin gréle. Ses conséquences invalidantes, sa nature
chronigue et récidivante, et I'absence de traitement étiologique spécifique font de la MC un
des problemes majeurs de I'hépato-gastro-entérologie de nos jours.

[.1. Généralités

1.1.Epidémiologie : prévalence et incidence

La prévalence des MICI a fortement augmenté au cours du siecle dernier et est
aujourd’hui estimée a 0,1% dans les pays industrialisés (Shanahan, 2002). Cependant, la
répartition des MICI dans le monde est trés inégale et la MC et la RCH sont surtout fréquentes
en Europe et en Amérique du Nord, alors qu’elles sont rares dans I'hémisphere Sud, a

I'exception des populations blanches d’Australie, de Nouvelle-Zélande et d’Afrique du Sud
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A Maladie de Crohn Rectocolite hémorragique

(Esophag
Estomac Céblon entier ﬁgxﬁzsu;uii (Iea Rectosigmoidy
Duodénum 18 % o8 f;% 54 %
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Lésions en « emporte-piece» Lésions muqueuses granulaires

Figure 3 : Principales différences entre la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH).

A. La MC peut toucher la totalité du tube digestif, avec une localisation préférentielle au niveau de
l'iléon terminal alors que les Iésions de RCH se limitent au colon et au reBturiendoscopie

permet parfois de distinguer les lésions dites en «emporte-piece» indiquant une MC, des lésions
continues et granulaires caractéristiques de la RCH (d’aprés Inflammatory Bowel Disease, practice
manual, 2004).



(Figure 2). L'incidence mondiale de la MC est évaluée entre 5 et 7 pour 100 000 habitants et
selon les régions du monde, l'incidence annuelle moyenne de la MC varie de 0,7 a 14,6 pour
100 000 habitants (Binder and Orholm, 1996; Farrokleyail., 2001). Un gradient Nord-Sud

de l'incidence de la MC a notamment été décrit aux Etats-Unis et en Europe (Shivaenanda
al., 1996; Sonnenbergt al., 1991). En effet, l'incidence de la MC observée dans les pays
situés au nord de I'Europe (par exemple, Grande-Bretagne : 6,7 et Suéede: 6,1) est plus
importante que celle enregistrée dans les pays du Sud de I'Europe (par exemple, Gréce : 0,3 et
Espagne: 1,9) (Cortot, 1993). En France, d’apres les données du registre EPIMAD,
l'incidence de la MC était de 5,1 en 1988 et de 5,9 en 1999 dans la région Nord-Pas-de-
Calais. Par ailleurs, selon les données du registre EPI-MICI, l'incidence de la MC dans le
département du Puy-de-Déme était de 6,6 en 1996, ce qui place celui-ci comme département a
incidence élevée. Le nombre de patients atteints de MC s’éléverait a 1 million de cas aux

Etats-Unis et 1 million en Europe dont 120 000 cas en France.

1.2. Manifestations cliniques et diagnostic

La MC et la RCH présentent des symptdmes communs et leur diagnostic différentiel est
important, puisqu’il s’agit de maladies distinctes pour lesquelles les stratégies thérapeutiques
meédicales ou chirurgicales seront difféerentes. La RCH se caractérise par I'inflammation
continue du cdlon et évolue par poussées et remissions successives. Elle débute par le bas du
rectum et s’étend d’'un seul tenant vers le haut et peut toucher l'intégralité du célon. En
revanche, l'intestin gréle et I'anus ne sont jamais atteffigsi(e 3). Dans la majorité des cas,
le diagnostic différentiel entre la MC et la RCH nécessite la combinaison des examens
endoscopiques et anatomo-pathologiqUezbleau 1). La distinction entre la MC et la RCH
ne pose guéere de difficulté, notamment lorsqu’il existe des atteintes ano-périnéales typiques
de la MC. En revanche, la distinction entre RCH et MC a localisation limitée au rectum ou au
cblon peut étre difficile et le diagnostic peut rester, dans ce cas, indéterminé pendant de
nombreuses années. Ainsi, les colites indéterminées (Cl) regroupent I'ensemble des MICI ne
permettant pas de faire la distinction entre MC et RCH. Elles représentent environ 10 a 12%
des colites.

Les lésions de la MC sont plurisegmentaires, discontinues, respectant des intervalles de
muqueuse saine. Elles touchent toute I'épaisseur de la paroi intestinale. La Iésion la plus
précoce est l'ulcération aphtoide, conséquence d’'une nécrose des cellules M localisées au

niveau des plaques de Peyer. Ultérieurement apparaissent des ulcérations superficielles ou
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Tableau 1 : Principaux critéres endoscopiques et anatomo-pathologiques
distinguant RCH et MC (d'aprés Joossens ef al., 2002; Lodes et al., 2004;
Morson et al., 1990; Mow ef al., 2004b; Quinton ef al., 1998; Stange e al..
2006; Targan ef al., 2005; Tytgat et Vog, 1983).

Endoscopie RCH MC
Nature des 1ésions muguenses
Erythéme +H+ +
Effacement des structures vasculaires ++ +i-
Aspect granuvlaire, friable + +i-
Muqueuse boursouflée - ++
Psendopolypes + ++
Ulcérations aphtoides - ++
Ulcérations superficielles +i- ++
Ulcérations creusantes - ++
Stenoses + ++
Topographie des Iésions
Atteinte rectale +H+ +
Atteinte continue et symétrique e+ +i-
Anomalie de la muqueunse environnante + -
Intervalles de muquense saine - ++
Ulcérations iléales - ++
Anatomo-pathologie ECH MC
Fistules +- +
Inflammation séreuse +- ++
Lésions anales +- ++
Inflammation muquense transmurale
Epaisseur de la sous-mugqueuse diminuée augmentée
Altération de la mucosécrétion +H+ +i-
Lymphangiectasie - +++
vperplasie neuronale - +++
Métaplasie des cellules de Paneth +- -
Granulome épithélioide - ++
Hyperplasie lvmphoide focale diffuze
Marqueurs sérologiques RCH MC
pANCA 43-82 % 2-28 %
ASCA 5-15 % 48-69 %
Anti-OmpC 2% 35 %
Anti-T2 10 % 30 %
Anti-flagelline 6 % 30 %
- T jamais | +/- - rare ; + : possible ; ++ : fréquent ; +++ : toujours.
Yeux :
sclérite,
Bouche : épisclérite,
aphtes uvéite,
. conjonctivites
Vaisseaux :
anemllg Poumon :
vasculites, . asthme
thromboses veineuses
thromboses artérielles
Coeur :
pleuropéricardite,
] myocardite
Foie:
hépatite chronique,
cholangite sclérosante Rein :
lithiase oxalique,
Articulations (% amylose,

rhumatismes,
arthrite

glomérulonéphrite

Peau :
pyoderma gangraenosum,
érythéme noueux

Figure 4 : Principales manifestations extra-intestinales et complications de la maladie de

Crohn.
(d'aprés Inflammatory Bowel Disease, practice manual, 2004).



profondes et étendues. Les ulcérations peuvent également atteindre la muqueuse, pouvant
conduire a la formation de fistules et d’abces. Au niveau microscopique, la lésion élémentaire
est le granulome épithélioide et gigantocellulaire, présent dans 30 a 60 % des cas. Il s’agit de
nodules formés par I'agglomération d’histiocytes associés a quelques cellules géantes. Les
granulomes sont le plus souvent localisés dans la sous-muqueuse ou la sous-séreuse
(Colombel and Mesnard, 1993).

Les manifestations cliniques de la MC sont principalement d’ordre intestinal. La MC se
manifeste par des douleurs abdominales trés frequentes au cours des poussées évolutives, et
variables dans leur localisation et leur intensité. La diarrhée constitue le second symptéme
majeur de la MC. Une atteinte de I'anus ou de la région péri-anale est fréquente, provoquant
diverses complications telles que des fistules, des fissures ou des abces. Les poussées
evolutives de la MC s’accompagnent d’une altération de I'état général des patients se
traduisant par une asthénie, une anorexie, de la fievre et une dénutrition. De plus, des
manifestations inflammatoires extra-intestinales sont également observées au niveau
articulaire, cutanéo-muqueux, oculaire, hépato-biliaire et/ou urinaire chez 30 a 40% des
patients atteints de Mdrigure 4) (Cortot, 1993; Juilleragt al., 2005; Su et al., 2002). Il
existe, de plus, aprés 10 ans d’évolution de MC, une augmentation du risque de
développement d’'un cancer colorectal (Dosse#l., 2007).

Le diagnostic de la MC repose dabord sur un faisceau d’arguments cliniques,
radiologiques, endoscopiques et histologiques. Cependant, il n’existe aucun test permettant
d’affirmer a lui seul le diagnostic de la MC. En effet, I'absence d’éléments cliniques,
biologiques, radiologiques, endoscopiques ou méme histologiques spécifiques de la MC et la
variabilité d’expression de la maladie rendent son diagnostic difficile. L'établissement de ce
dernier nécessite d’exclure toutes les autres affections curables donnant un tableau clinique
analogue (Colombel and Mesnard, 1993; Nikolaus and Schreiber, 2007).

Avant la description de la MC par Crohn en 1932, toute maladie inflammatoire de l'iléon
était considérée comme étant d’origine tuberculeuse. De nos jours, la localisation intestinale
de l'agent de la tuberculose est devenue exceptionnelle dans les pays occidentaux. Certaines
bactéries invasives habituellement responsables d’infections intestinales de courte durée,
telles queYersinia, Shigella, Salmonellaou Campylobacterpeuvent parfois entrainer des
manifestations cliniques similaires. Aussi, une recherche de ces bactéries pathogénes est
réalisée lorsqu’une premiére poussée de MC est suspectée afin d’écarter la possibilité d’'une

colite infectieuse liée a I'un de ces micro-organismes.
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Tableau 2 : Caractéristiques cliniques en fonction de la sérologie. (d’apres Seow et al.,
2009).

Phénotype Nombre d’anticorps positifs

1 (m=103) 2 @=130) 3 (=77) 4 (n=38) >5(=30) Pvalue

Age lors du diagnostic (année) 235 19.6 20,2 18,0 19.8 0,0004
MC pénétrante (%) 24,27 25,38 31,17 36,84 46,67  <0,0001
Inflammation périanale (%) 21,36 28,46 24,68 36,84 53,33 0,0005
Inflammation iléocolique (%) 48.54 56,15 41,56 65,79 73.33  0,0002
Chirurgie abdominale (%) 51.64 54,62 63,64 57.89 76,67 <0,0001
70
60 B MC (n=157)
MC colique (n=49)
50 —
B RCH (n=301)
-0 407 Patients non atteint d
R MICI (n=97)
20
10
0
gASCA IgG gASCA IgA  ACCA ALCA AMCA Anti-L Anti-C pANCA
Anticorps

Figure 5 : Prévalence des anticorps dirigés contre des résidus glycosylés.

Maladie de Crohn (MC) : rouge, MC colique : jaune, Rectocolite hémorragique (RCH) : vert et
patients non atteint de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) : (dédgarés
Seowet al., 2009).



1.3.Les marqueurs biologiques

La recherche de marqueurs sériques spécifiques a la MC présente un grand intérét car ils
apportent un bénéfice considérable quant au diagnostic non invasif de (@aldiau 2 et
Figure 5) De plus, ces marqueurs sériques permettent une amélioration des diagnostics
précoces ainsi que du suivi de la progression de la maladie et de la réponse d’un patient a une
thérapie. Un marqueur idéal doit permettre de suivre I'évolution de la maladie au cours du
temps (Meuwiset al., 2007). Ainsi, une grande variété de marqueurs sériques ou sanguins ont
été identifiés, cependant aucun n’est spécifique ou assez sensible pour remplacer les
diagnostics cliniques. Outre les marqueurs classiques de I'inflammation (CRP, haptoglobine,
orosomucoide, Tumor Necrosis Factor (TNF)et Interleukine (IL)-6), plusieurs marqueurs
sérologiques ont été décrits pour améliorer la fiabilité du diagnostic et la différenciation entre
la MC et la RCH (Beaven and Abreu, 2004; Bossuyt, 2006; Joossahs 2006; Nakamura
et al., 2003). lls peuvent étre classés en deux groupdss anticorps dirigés contre des
résidus sucrés et ii. les anticorps dirigés contre un épitope bactérien :

i. les anticorps dirigés contre des résidus sucrés

- les pANCA (Deoxyribonuclease (DNase I)-sensitive perinuclear anti-neutrophil
cytoplasmic autoantibodies) qui sont des auto-anticorps qui reconnaissent des antigénes
présents dans le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles tels que la protéinaseed (Jenne
al., 1990) et la myélopéroxydase (Falk and Jennette, 1988). Suivant les études, la prévalence
des pANCA varie entre 50 et 67% chez les patients atteints de RCH et entre 6 et 15% chez
ceux atteints de MC, contre moins de 5% dans la population contréle (Bossuyt, 2006).

- les ASCA (Anti-Saccharomyces cerevisiamtibodies) qui sont des anticorps de type
IgA ou IgG dirigés contre un résidu mannose de la levure non path&g&charomyces
cerevisiae(Main et al., 1988; Sendid et al., 1996). La prévalence des ASCA est comprise
entre 50 et 60% chez les patients atteints de MC, entre 5 et 15% chez ceux atteints de RCH et
entre 0 et 5% chez les sujets témoins (Bossuyt, 2006). Ces anticorps sont associés a un
phénotype particulier de la MC, notamment a une maladie se déclarant t6t, a localisation
iléale, souvent compliquée par des sténoses ou des fistules (Fatan004; Mow et al.,
2004b).

La recherche simultanée des pANCA et ASCA dans le sérum des patients permet de
différencier les cas de MC avec ceux de RCH ainsi que de prédire la sévérité de la maladie.

En effet, les patients atteint de la MC présentent un taux élevé de ASCA et modérer de
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Figure 6 : Sérologie anti-bactérienne chez les patients atteints de MC.

Pourcentage de patients atteints de MC positifs pour les anticorps dirigés contre les antigenes
microbiens suivants : les anticorps anti-12 dirigés contre la séquence 12 assBsiateldnonas
fluorescens, les anticorps anti-OmpC (Outer membrane protein C) dirigés contre une protéine de
membrane externe descherichia coli, et les anticorps ASCA (Anfaccharomyces cerevisiae
Antibodies) dirigés contre Saccharomyces cerevisig@'aprés Mowet al., 2004).



PANCA, et inversement chez les patients atteint de RElgufe 6) (Ferranteet al., 2007;
Reeseet al., 2006; Seowt al., 2009).

- les autres anticorps anti-glycanesCes anticorps sont de la méme famille que les
ASCA et leur présence est en corrélation avec une forme agressive de la MC. Plusieurs anti-
glycanes sont retrouvés chez les patients: ALCA (anti-laminaribioside), ACCA (anti-
chitobioside), AMCA (anti-mannobioside), anti-L (anti-laminarine) et anti-C (anti-chitine) et
la combinaison ASCA/pANCA/anti-C/anti-L permet un meilleur diagnostic (Sebwal.,

2009).

ii. les anticorps dirigés contre un épitope bactérien

- les anticorps anti-OmpC de E. coli qui sont dirigés contre la protéine de membrane
externe C dee. coli. Ces anticorps sont présents chez 37 a 55% des patients atteints de MC
(Landerset al., 2002) et sont régulierement associés a une forme fistulisante et familiale de
MC (Mei et al., 2006; Mowet al., 2004a; Movet al., 2004b).

- les anticorps anti-séquence 12. Cette séquence microbienne 12, associée a
Pseudomonas fluorescerassété identifice comme un homologue de la famille des facteurs de
transcription TetR et est frequemment rencontrée dans les lésions coliques des patients
atteints de MC (Sutton et al., 2000; Wei et al., 2002). Des anticorps anti-12 sont retrouvés
chez 54% des patients atteints de MC, 10% de RCH, 19% des patients atteints d’autres
pathologies inflammatoires de l'intestin et 4% des individus sains.

- les anticorps anti-flagelline CBirl qui sont dirigés contre la sous-unité structurale
majeure des flagelles bactériens. La flagelline CBirl a été identifiée comme un antigéne
déterminant, capable d’induire des colites chez des souris C3H/HeJBir. Chez 'homme, des
taux importants d’'lgG anti-CBirl ont été retrouveés chez environ 50% des patients atteints de
MC (Lodeset al., 2004).

1.4. Stratégies thérapeutiques

+ Les traitements actuellement utilisés sont en paricles anti-inflammatoires non
stéroidiens que sont les dérivés salicylés tels que la salazosulfasalazine (Salazopyrine®),
l'olsalazine (Dipentum®) et la mésalazine (Pentasa®, Rowasa®), les corticoides
(Cortancyl®, Solupred®) et les immunosuppresseurs tels que I'azathioprine (Imurel®) ou le
méthotrexate. lls ont pour seul objectif de contréler les poussées et de prévenir les récidives
de MC. Ces thérapies sont caractérisées par un délai d’action, des taux de réponses incomplets

et un risque substantiel d’effets secondaires.
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Tableau 3 : Stratégies et cibles pour le traitement des MICI.

Les cibles sont indiquées en italique (d’aprés Kucharzik et al., 2006).

Effet sur I'organisme

Stratégies ou cibles

Anti-inflammatoires et immunosuppresseurs
Immunosuppresseurs

Immuno-modulation, mhibition des voies de
signalisation

Elinunation du processus de présentation de
I"antigéne

Inhibition de 1"activité des lyvmphocytes T CD4+
et de la reconnaissance de 'antigéne

Induction de 1" apoptose

Génération de lymphocytes T régulateurs
et activation de lymphocytes T effecteurs

Inhibition du recrutement, de la migration

Inhibition de "activation du GALT

Réparation et reconstitution de la fonction
de barriére

aminosalicylés
corticoides

aziathioprine

anti-TNF-o, anti-IFN-y, IL-10
MAP kinase/JNK, Nf-xB/IKKf3
T-bet, c-maf, EN-RAGE/RAGE
Alpha-MSH/MCIR, lipoxines

antibiotiques

probiotiques (E. coli, Nissle1917_ VSL)
helminthes

anti-TLR/TLR

TLES/TFN de type 1

AZA/SMP, CyA, tacrolimus
MTH, anti-CD3, CEACAMI

thalidomude
Anti-TNF-o TNF- o murin
IL-6/5IL-6, Flip, Rac-1

anti-11.-12, anti-TNF-o.
IL—10 bactérienne

JCAM-1, Intérgrine 4,
Intégrine cdb, CCRY

LT Grécepteur LTS5, CCRE

GM-C5F, KGF-2, EGF

facteur trefoul bactérien
hormone humaine de croissance
défensines. cathélicidines

JAM CAR IT-13




4+ L’acte chirurgical (résection de tout ou partie de I'intestin ulcéré) est nécessaire en cas
d’évolution défavorable de la maladie ou de survenue de complications (sténoses, fistules,...).
Quarante-cing % des patients subissent une opération chirurgicale dans les 2 années suivant le
diagnostic de la MC et les résections chirurgicales sont inévitables dans 90% des cas. De plus,
'exérése des segments atteints ne met pas a I'abri des récidives.

+ Lutilisation d’anticorps monoclonaux anti-TNFa, tels que [IInfliximab
(Rémicade®) ou I'Adalimumab (Humira®), s’avere une stratégie d’immunomodulation
efficace chez les patients ayant une atteinte tres sévere de MC et ne répondant pas aux
traitements cliniques conventionnels (Sandborn and Hanauer, 2002; Sandborn et al., 2007).
Le TNF-a est une cytokine proinflammatoire qui exerce un rble majeur dans le processus
inflammatoire en général et au cours de la MC en particulier (pour revue, @balss1991).

En effet, les quantités importantes de cette cytokine retrouvées au niveau de la muqueuse
intestinale et des selles de patients atteints de MC sont associées a la présence de granulomes
et ont un réle central dans la stimulation et 'expansion clonale des lymphocytes T @reese

al., 1994 ; Nichollset al, 1993). L'utilisation des anticorps anti-TN’est réveélée efficace,
permettant un contrdle des poussées et un maintien des rémissions de MC (Present, 1999;
Rutgeertset al., 1999; Sandborn and Hanauer, 2002). Toutefois, ce traitement présente des
limites puisque les patients traités avec I'Infliximab produisent parfois des anticorps anti-
Infliximab et sont plus sensibles aux risques d’infections (Arabtl., 2003; Baeret al.,

2003).

L’ensemble des travaux des dix dernieres années sur la MC et la RCH laissent supposer

gue la pathogenese des MICI repose sur la combinaison d’'une susceptibilité génétique, d’'une
réponse immunitaire anormale, d'un dysfonctionnement de la barriére intestinale et de
I'implication de la flore microbienne intestinale. Ainsi, il est suggéré que la manipulation de
la flore intestinale pourrait étre une bonne méthode thérapeutique. Ces découvertes ont donc
encouragé la recherche et le développement de stratégies thérapeutiques nouvelles,
alternatives a la chirurgie et a la corticothérapie telles que l'utilisation d’antibiotiques, de
probiotiques ou d’agents modulant la réponse inflammatdmbléau 3) (Kucharzik et al.,
2006). De nombreuses études cliniques ont mis en avant l'utilisation d’antibiotiques ou de
probiotiques dans le traitement de la MC. Cependant, les résultats montrent que les
traitements doivent étre choisis au cas par cas, en fonction de la localisation et de I'activité de
la maladie (Isaacs and Sartor, 2004; Sartor, 2005).
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4+ Une thérapie antibiotique peut permettre de diminuer le nombre de bactéries
associées a la muqueuse, voire de supprimer les bactéries qui sont responsables des lésions
histologiques primaires, et de réduire le taux de translocation bactérienne. Des antibiotiques a
large spectre sont fréquemment utilisés avec succes dans le traitement de MC bénigne ou
modérée. Cependant, des essais cliniques a grande échelle doivent étre encore réalisés
(Gionchettiet al., 2006). Parmi les antibiotiques utilisés, est retrouvé un antibiotique actif
contre les bactéries anaérobies strictes : le métronidazole. Son utilisation en monothérapie,
surtout pour les MC coliques et iléocoliques, a montré dans certains cas des effets bénéfiques
(Ambroseet al., 1985; Blichfeldet al., 1978; Colombedt al., 2001; Sutherland et al., 1991;
Ursing et al., 1982). Cependant, ce traitement présente de nombreux effets secondaires tels
gue des nausées, anorexies, dysgueusies, dyspepsies et neuropathies périphériques, ce qui peut
limiter son utilisation. D’autres antibiotiques ont été testés dans la traitement de la MC active,
notamment la ciprofloxacine, efficace en combinaison avec des traitements standards chez les
patients présentant une certaine résistance (Arnold et al., 2002; Coletrddel 1999). La
combinaison de ciprofloxacine avec la métronidazole peut étre un traitement alternatif aux
stéroides dans les phases aigués de la MC (Prattata 1996; Steinhasdt al., 2002). Cette
combinaison est aussi utilisée pour le traitement des manifestations périanales de la MC et
parfois associé a I'Infliximab (Perret al., 2001). Il faut noter qun vitro, la ciprofloxacine
peut agir de facon intra-macrophagique et donc cibler des bactéries intracellulaires
(Subramanian et al., 2008). D’autres antibiotiques, tels que la rifaxiline (Shafran and Johnson,
2005) ou la clarithromycine (Leipet al., 2000), ont également été utilisés (pour revue : (Lal
and Steinhart, 2006)).

4+ La thérapie probiotique, ou utilisation de microorganismes vivants en quantité
contrblée et bénéfique a la santé du patient (FAO/WHO 2001), est une approche
thérapeutique alternative dans la prévention de rechute chez les patients atteints de MC. A
I'heure actuelle, I'utilisation de probiotiques n’a montré aucun effet dans des phases actives
de la MC (pour revue : (Isaacs and Herfarth, 2008)). Pourtant, plusieurs types bactériens ont
ete testés E. coliNissle 1917 actobacillus GGet I'utilisation de microorganismes tels que
Saccharomyces boulardii, Bifidobacterium, Lactobacillus casenontré un effet lorslu
maintien d’'un état de rémission(Fujimaet al, 2007; Guslandet al., 2000). Cependant,
l'utilisation de probiotiques en tant que thérapie de maintien suite a une thérapie médicale ou

chirurgicale n’est actuellement pas encore recommandée.
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Figure 7 : Impact des facteurs environnementaux sur le développement et/ou le maintien des
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin.

De multiples facteurs environnementaux peuvent modifier 'expression de génes cibles et moduler
la fonction du systeme immunitaire intestinal, déclenchant ainsi une réponse inflammatoire
inappropriée et persistante au niveau de la muqueuse intestinale a l'origine de la survenue, du
maintien et/ou de I'aggravation des MICI (d’aprés Damtse, 2004).



|.2. Etiologie de la MC

L’étiologie précise de la MC reste a ce jour mal connue. Toutefois, les études cliniques et
épidémiologiques ont permis de mettre en évidence [implication de facteurs
environnementaux, de facteurs génétiques associés a une hyperactivation du systeme
immunitaire intestinal et de facteurs infectieux. Les interactions entre ces multiples facteurs
restent mal comprises, mais elles aboutissent a une réponse inflammatoire non contrblée a

I'origine de la survenue, du maintien et/ou de I'aggravation de lafttie 7).

2.1.Facteurs immunitaires

La MC est caractérisée par un état d’hyperactivation du systéme immunitaire qui pourrait
étre la conséquence d'une dérégulation de la réponse immunitaire innée au niveau de la
mugueuse intestinale de I'h6te. En réponse a une infection bactérienne, I'immunité innée est
activée et stimule ensuite la réponse adaptative. La détection des microorganismes implique
différents récepteurs reconnaissant des molécules ou motifs bactériens, notamment les
récepteurs membranaires TLR (Toll-Like Receptor) et les récepteurs cytoplasmiques NOD
(Nucleotide-binding Oligomerization Domain). Les caractéristiques et I'implication de ces
récepteurs dans le développement de la MC seront développées dans le chapitre 2.3. Par
ailleurs, la protéine de limmunité innée MICA, homologue des molécules du CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe I, est surexprimée au niveau intestinal chez
les patients atteints de MC. Cette protéine signalerait la présence de bactéries potentiellement
pathogénes aux lymphocytes T Cx8 aux cellules NK (Natural Killer).

L’inflammation intestinale se traduit par un recrutement et une activation des lymphocytes
et des macrophages, mais également par une infiltration de cellules polynucléaires
neutrophiles (PMN), d'éosinophiles, de monocytes et de mastocytes. La libération
consécutive de cytokines solubles et d’autres médiateurs de l'inflammation conduit a
'amplification de la réponse immunitaire locale, responsable des lésions tissulaires. Les
cytokines proinflammatoires telles que I'lL-1, I'lL-6, I'lL-8 et le TNF-sont libérées en
grande quantité dans la muqueuse intestinale, conséquence directe de I'activation du facteur
de transcription NKB (Nuclear Factor-kappa B) chez les patients atteints de MC
(Desreumauxet al., 1997; Niessner and Volk, 1995).

Les cytokines inflammatoires joueraient un réle clé dans I'induction et la chronicité de
linflammation intestinale chez les patients atteints de MC. En effet, selon I'environnement
cytokinique est le principal responsable de la polarisation des lymphocytes T naifs vers un

profil d’activation spécifique tel que Thl Th17 ThEigure 8).
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Figure 8 : Schéma représentant la différenciation des lymphocytes T naifs vers le lignage
Thl, Thl7, Th2 ou Treg en fonction de leur environnement cytokinique.

La présence -4, lors de linitiation de la réponse immune, serait nécessaire dans la
différenciation en LT Th2 (Seder, 1994). La fixation de I'lL-4 a son récepteur entraine I'activation
de STAT-6 et du facteur de transcription GATA-3 (Ouyeing ., 2000).

L’IL-12, cytokine essentielle dans le développement de la réponse Thl, est principalement produite
par les macrophages et les cellules dendritiques apres stimulation par divers adjuvants ou par des
agents bactériens (Hsiehal., 1993). L'IL-12 entraine la production d’IFN-La signalisation du
récepteur a I'lL-12 active la voie STAT-3 et STAT-4 (Signal Transducers and Activators of
Transcription) (Jacobsoet al., 1995). En aval de STAT-4, le facteur de transcription T-bet est
spécifiqguement exprimé par les LT Th1l.

L'IL-23, I'IL-6 et le TGF-p sont indispensables a la différentiation en LT Thl7 (Colgan et
Rothman, 2006; Ivanoet al., 2006; Iwakura et Ishigame, 2006). Les LT Th17 peuvent soit se
différencier a partir du précurseur commun aux LT Thl et Th2 soit a partir des LT pré-Thl (Bettelli
et Kuchroo, 2005). Ils produisent des cytokines proinflammatoires IL-17A, IL-17F, IL-6 etaTNF-
(Colgan et Rothman, 2006). Le récepteur nucléaire RDRst le facteur de transcription qui
orchestre la différenciation vers le lignage Th17 (lvaetcal., 2006) et I'lL-27 induit celle vers la

lignée Th1l et inhibe celle vers le lignage Th-17 (Colgan et Rothman, 2006).



En raison des taux élevés de cytokines de type Thl observés durant la phase chronique de
la pathologie, la MC est considérée comme une pathologie de type Th1/Th17. Cependant, il a
été montré gue les Iésions précoces de la maladie sont associées a une augmentation de la
production d’IL-4 (Desreumauet al., 1997).

2.2 .Facteurs environnementaux

En Europe et en Amérique du Nord, l'incidence de la MC n’a cessé d’augmenter au cours
de la seconde partie du®¥8siécle (Lerebourst al., 2003). La MC présente une répartition
hétérogéne dans le monde, avec des taux d’incidence géographique se déclinant selon un
gradient Nord-Sud. Des différences d’incidence sont aussi constatées dans certaines
populations migrantes, avec par exemple l'augmentation du nombre de MICI pour les
populations asiatiques migrantes en Europe et inversement la diminution du risque de MICI
chez les populations européennes migrantes en Asie (Yang et al., 2001). Enfin, un dernier
argument en faveur d’un facteur environnemental dans la MC est I'absence de concordance
parfaite de MC chez les jumeaux monozygotiques. Il semblerait notamment que la MC serait
associée a une bonne hygiéne domestique (@erdl., 1994; Karlingeret al., 2000;
McCormick and Manning, 2001) et ces facteurs environnementaux entrainent des cas
familiaux de MC (Hugott al., 2003b).

De plus, d’autres facteurs environnementaux, probablement liés au style de vie occidental
moderne, ont été suspectés dans le développement de la MC.

+ Le tabagisme actif augmente le risque de survenuea #&C, et aggrave également

I'évolution de la maladie méme chez le fumeur occasionnel et surtout chez les femmes (pour
revue, (Birrenbach and Bocker, 2004; Coseeal., 2004; Lakatost al, 2007; Reeset al.,
2008; Seksik et al., 2009). Le tabagisme passif au cours de I'enfance pourrait augmenter le
risque de survenue de MC (Lashmee¢ral., 1993) et a I'age adulte serait nuisible aux patients
(van der Heide et al., 2009). L'arrét définitif du tabac constitue donc une démarche
thérapeutique primordiale dans le traitement de la MC (Cosinak, 2001; Johnson et al.,
2005; Ryaret al., 2004b). Les mécanismes des effets du tabagisme restent obscurs, mais le
tabac affecte a la fois I'immunité des muqueuses et I'immunité systémique, altérant les
fonctions de I'immunité innée et adaptative. De plus, il augmente la perméabilité intestinale et
la production de mucus au niveau du c6lon (Coshes, 2004).

4+ L’alimentation serait impliquée dans la complicatmun I'amélioration de la MC. Les

fruits et les légumes joueraient un role protecteur (Persson et al., 1992; &uslkell998)

18






alors que la consommation d’aliments de type « fast-food » ou de sucres raffinés serait un
facteur de risque de MC (Matsei al., 1990; Persson et al., 1992; Rsifal., 1997; Russeit

al., 1998; Seibold, 2005). Il faut noter que des taux élevés d’anticorps dirigés contre des
antigénes alimentaires tels que ceux du mais, de la leésacel{aromyces cerevis)agu de
protéines du lait de vache ont été retrouvés chez les patients atteints de MC (Davidson et al.,
1979; Knoflach et al., 1987; Lindberd al., 1992; Main et al., 1988; Sendid et al., 1998).

2.3.Facteurs génétiques

La maladie de Crohn n’est pas une maladie « héréditaire » au sens propre du terme, mais
il existe des facteurs génétiques de prédisposition a la maladie. Les études épidémiologiques
indiquent que le risque de développer une MC lorsqu’un parent du premier degré est atteint
est 10 a 21 fois plus élevé que dans la population générale, et la fréquence de formes
familiales de MC peut atteindre 40% (Binder and Orholm, 1996; Colomtbal., 1996;
Monsen et al., 1991; Orholrat al., 1991), (pour revue (Halnet al., 2006)). Le principal
argument en faveur d'une prédisposition génétique est apporté par les études chez les
jumeaux. La concordance de la MC varie selon les études de 44,4 a 58,3% chez les jumeaux
monozygotiques alors qu’elle est pratiguement nulle (0 a 3,9%) dans le cas de jumeaux
dizygotiques (Halfvarson et al., 2003; Orhokt al., 2000; Tysk et al., 1988), pour revue
(Halmeet al., 2006)).

Plusieurs études d’association a I'échelle du génome (GWA : Genome-Wide Association)
ont permis d’identifier plus de 30 locis indépendants associés a la MC, ce qui est une avancée
sans précédent permettant de mieux comprendre cette pathologie et plus généralement la
composante génétique des maladies multifactorielles (GWA, 2007; Batrett, 2008;
Hampeet al., 2007; Parkest al., 2007; Riowet al., 2007; Wangt al., 2005).

2.3.1. NOD2/CARD15

Des études de génétiqgue humaine ont permis d’établir un lien entre la MC et la présence
de mutations au niveau du gem#OD2/CARD15 (Nucleotide-binding Oligomerization
Domain/Caspase-Activating Recruitment Domain) localisé sur le chromosome 16. NOD2 est
un récepteur cytoplasmique de I'immunité innée, constitué en N-terminal de deux domaines
de recrutement et d’activation des caspases (CARD), d’'un domaine central de liaison aux
nucléotides (NBD, Nucleotide-Binding Domain) et d'un domaine C-terminal composé de
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Figure 9: Structure de NOD2/CARD15.

Le récepteur cytoplasmique NOD2/CARD15 contient deux domaines de recrutement et d’activation
des caspases situés en N-terminal (CARD, Caspase Activating Recruitment Domain), liés a un
domaine de liaison aux nucléotides (NBD, Nucleotide-Binding Domain) et un domaine C-terminal
composé de motifs répétés riches en leucines (LRR, Leucin-Rich Repeats). Les fleches indiquent la
localisation des 3 principales mutations de la protéine associées a la MC.
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Figure 10 : Activation de la voie NFkB par NOD2/CARD15.

Le MDP, composé bioactif du peptidoglycane bactérien, interagit directement avec le domaine
LRR de NOD2/CARD15. Cette liaison conduit a I'oligomérisation de NOD2/CARD15 et au
recrutement de la kinase RICK/RIR& une interaction homotypique CARD-CARD. RIP2/RICK
active ensuite le complexe IKK, conduisant a la phosphorylatiorRIelkB est alors ubiquitinylé

puis dégradé par le protéasome, libérant ainsi le facteur de transcriptioB N&-pourra étre
transloqué dans le noyau. Ceci va conduire a l'activation de la transcription de genes codant des
cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et de génes codant des cryptidines- et des
défensines par les cellules de Paneth.




motifs répétés riches en leucine (LRR, Leucin-Rich Repéatgure 9). Chez les patients
atteints de MC, de nombreuses mutations dans le ©R2 ont été mises en évidence dont

trois principales qui conduisent & la production de protéines NOD2 variantes (R702W, G908R
et L1007fsinsCYFigure 9) (Hugotet al., 2001; Inoharat al., 2002; Ogurat al., 2001). Il a

été estimé que le risque de développer une MC est 1,5 a 3 fois plus important chez les sujets
hétérozygotes simples que chez les sujets nayant pas de mutation, et environ 40 fois plus
important chez les sujets homozygotes mutés ou hétérozygotes composites (deux mutations
différentes sur leurs deux chromosomes), ce qui représente le plus important facteur de risque
de MC connu a ce jour. Ces mutations sont généralement associées a une maladie plus
précoce, a localisation iléale et d’évolution plutdt sténosante (Bouma and Strober, 2003).

Les patients atteints de MC présentent des réponses sérologiques positives a plusieurs
antigénes d’origine microbienne, et les réponses seérologiques les plus fortes sont
frequemment retrouvées chez les porteurs d'une des 3 mutations principad®D&e
associée a la MC (Devlin et al., 2007). Le domaine LRR est impliqué dans la reconnaissance
du muramyl dipeptide (MDP), correspondant a la plus petite structure bioactive du
peptidoglycane bactérien (Girardin et al., 2003). L'interaction NOD2/MDP induit une cascade
d’événements aboutissant a I'activation des voies de signalisatieBMEdes MAP-kinases
régulant la transcription de génes cibles qui codent de nombreuses cytokines
proinflammatoiregFigure 10) (Girardin et al., 2001; Girardin et al., 2002; Girardin et al.,
2003; Philpottet al., 2000; Philpotet al., 2001). Cependant, méme si une augmentation de
l'activité NFKB est mesurée dans des biopsies coliques de patients (Sclete#ber1998),
les résultats obtenus vitro ont montré une diminution de I'activation de la voie de
signalisation NF«B par les trois principales formes mutées de NOD2 associées a la MC
comparativement a la protéine sauvage (Girardin et al., 2003). Afin d’évaluer les fonctions de
certains variants de NODi2 vivo, des souris « knock-in » ont été générées. Ces animaux
montrent une plus grande susceptibilité a I'induction de la colite induite au sulfate de dextran
sodigue (DSS) suite a une activation exacerbée de la voikBNgf réponse au MDP et une
augmentation de la sécrétion d’IL-YMaedaet al., 2005). De plus, la forme sauvage de
NOD?2 inhibe la réponse immunitaire innée initiée par les bactéries de laifidiee voie de
signalisation TLR (Toll-Like Receptor)-2, bloquant ainsi la production accrue de cytokines
proinflammatoires, ce qui n'est pas le cas pour le variant NOD2 L1007f¢ing@re 11)
(Watanabeet al., 2004). L'absence d'une telle régulation conduirait a une susceptibilité
augmentée a développer une MC (Wataretksd, 2006; Watanabet al., 2008).
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Figure 11 : Régulation négative de la voie TLR2 par la voie NOD2.

A. Le peptidoglycane bactérien se lie au récepteur transmembranaire TLR2 et active cette voie de
signalisation. Parallelement, le MDP se fixe au domaine LRR du récepteur intracellulaire NOD2
qui va, une fois activé, exercer un rétrocontrdle négatif sur la voie TLR2. Ainsi, dans les conditions
normales, il y a un équilibre entre les voies NOD2 et TLR2 qui permet de limiter la production de
la cytokine proinflammatoire IL-12 et de contrbler I'inflammati@. Dans le cas ou un patient
exprime une protéine NOD2 mutée, le MDP n’activera plus la voie de signalisation NOD2 et le
contrdle négatif de cette voie sur la voie TLR2 est inactivé. Le peptidoglycane active donc la voie
TLR2 conduisant & une production accrue d’IL-12 pouvant déclencher une réponse inflammatoire
et une MC. Cette interaction entre les voies NOD2 et TLR2 permet de comprendre pourquoi les
patients porteurs des mutations dans le gene NOD2 sont prédisposés a développer une MC (d’apres
Watanabet al., 2004).



Le récepteur NOD?2 jouerait également un réle de protection en limitant la multiplication
de bactéries intracellulaires dans des cellules épithéliales intestinales humaines, comme cela a
été montré aveBalmonellaet StreptococcugHisamatsu et al., 2003; Opi&t al., 2004). Par
contre, la protéine variante NOD2 L1007fsinsC associée a la MC n’est plus capable d’exercer
cette fonction. Cet effet protecteur serait en lien avec la capacité de NOD2 a s’associer a la
membrane plasmique, étant donné que le mutant L1007fsinsC n’est plus localisé a la
membrane plasmique (Barnich et al., 2005; McDonald et al., 2005).

Il faut noter que les souris invalidées pour le gBRI@&D2 présentent un développement
anormal des plaques de Peyer ainsi qu’une augmentation de la perméabilité intestinale et une
réponse immunitaire mucosale exagérée (Barreau et al., 2007). Par ailleurs, pour certains
patients présentant une forme iléale de MC et des mutations au niveau dvQ@@efeun
défaut de production de peptides antimicrobiensyidéfensines, a été observé au niveau des
cellules de Paneth (Fellermann et al., 2006; Wehkamp et al., 2004; Wehkamp et al., 2005).
Cependant, une autre étude a montré que cette diminution de production de défensines n’était
pas directement liée au statut NOD2 mais dépendante du contexte inflammatoire €simms
al., 2008).

Ainsi, la perte du contrdle de l'infection bactérienne, 'augmentation de la perméabilité au
niveau des plaques de Peyer, la déficience de production de défensines par les cellules de
Paneth chez les sourisd2” renforcent I'hypothése de I'implication d’agents bactériens dans

I'étiologie de la MC chez les patients qui expriment une protéine NOD2 non fonctionnelle.

2.3.2. Autophagie

Deux études de GWA ont récemment montré une forte association entre le développement
de MC et la présence des substitutions A197T (Latiano et al., 2009; Rialx 2007) ou
A300T (Hampe et al., 2007) dans la protéREG16L1 (ATG16 autophagy-related 16-like
1) impliguée dans la voie de l'autophagie. L'autophagie est un processus biologique
nécessaire au maintien de I'homéostasie cellulaire et au renouvellement des organites
cellulaires. De plus, 'autophagie joue un role dans la réponse immunitaire innée et adaptative
de I'hote vis-a-vis des pathogenes (Amer and Swanson, 2005; Deretic, 2005; Dupont and
Lafont, 2009; Nakagawat al., 2004; Schmid and Munz, 2007; Singh et al., 2006) et pourrait
donc avoir un réle clé dans la MEigure 12).

La voie de l'autophagie permet la dégradation de bactéries intracellulaires. En modele de

cellules épithéliales humaines déficientes pour les genes de 'autophagie ATG16L1 (variant
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Figure 12 : Role de l'autophagie dans 'immunité innée et adaptative.

A. Les pathogénes intracellulaires (bactéries, protozoaires ou virus) sont soit libres dans le cytosol
soit présents dans des vacuoles. lls sont entourés par une membrane qui s'allonge afin de former un
autophagosome. Aprés fusion avec un lysosome, le contenu de l'autophagosome estBlégrade.
L’autophagie peut étre impliquée dans l'activation de I'immunité innée en délivrant des acides
nucléiques viraux a un endosome présentant TLR-7 & sa membrane, activant ainsi la production
d’'IFN. C. L'autophagie peut étre aussi impliquée dans I'immunité adaptative en délivrant des
antigénes microbiens a un endosome tardif ou ils sont pris en charge par des molécules du CMH de
classe Il pour étre présentés aux lymphocytes T Go%pres Levine et Kroemer, 2008)



ATG16*300T) et IRGM (Immunity-related GTPase protein type M), une soucHe. del

isolée de patient atteint de la MC se multiplie plus intensément, et ceci n'est pas observé avec
d’autres souches pathogénes ou commensales du méme genre. Ces données sont en accord
avec une étude faite ave®. Thyphimuriun (Kuballaet al., 2008) et suggérent qu’un
dysfonctionnement de l'autophagie chez des patients serait favorable a la persistance de
bactéries de type E. cplceci pouvant conduire a une réponse immunitaire exacerbée
caractéristique de la pathologie (Lapaquetteal.). De plus, en modéle murin hypomorphe
pour I'expression du geretgl6llou chez des patients atteints de MC homozygotes pour la
mutationatg16L1T300Ales cellules de Paneth sécrétent moins de granules donc moins de
peptides antimicrobiens (Cadwell al., 2008). Récemment, il a aussi été mis en évidence un
lien entre NOD2 et autophagie : NOD2 recrute ATG16L1 au site d’entrée des bactéries,
activant ainsi la machinerie autophagique. Le mutant NOD2 L1007fsinsC associé a MC est
incapable d’activer la voie B et de recruter la protéine ATG16LEigure 13). NOD2

affecte ainsi la réponse autophagique en réponse au MDP pour cibler les bactéries
intracellulaires (Travassa al.2010). L'interaction NOD2/machinerie autophagique relie les
deux composants majeurs de susceptibilité a la MC.

La réponse immunitaire adaptative est également influencée par le processus
autophagique. En effet, 'autophagosome fusionne avec les lysosomes, conduisant ainsi a la
dégradation des éléments contenus dans l'autophagosome et a la génération de peptides
chargés ensuite sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité. La présentation
d’antigénesvia ce processus a été démontrée chez des cellules présentatrices d’antigenes
« professionnelles » mais aussi chez des cellules épithdkadese 12) (Schmid and Munz,

2007). Les cellules épithéliales faisant tres peu d’endocytose, ce mécanisme semble important
pour la présentation d’antigenes et la surveillance immunitaire (Deziggéel 2005).

Une mutation dans le géne codant la protdR&M, appelé aussi p47 GTPase et
intervenant dans l'autophagie, a également été associée a la MC (Parlks 2007).
Cependant, cette mutation est silencieuse (T313C) et ne modifie pas la séquence protéique. I
faut aussi noter I'existence simultanée d’'une importante délétion de 20Kb dans le promoteur
de ce géne. Enfin, le g&INCF4 codant la protéine pA%¥* a également été associé a la MC.
Cette protéine est une sous-unité de la NADPH-oxydase et joue un role important dans
l'activité anti-microbienne du phagosome (Ellson et al., 2006; Suh et al., 2006). Des
mutations au niveau du gem&-C4 pourraient donc perturber I'efficacité dégradative du
phagosome, provoquant une stimulation prolongée du systéeme immunitaire suite a

I'élimination incompléte des pathogenes.
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Figure 13 : Lien entre les protéines codées par les deux génes de susceptibilité a la MC.

Lors d'un processus d'infection, NOD2 doit étre recrutée au site d’entrée des bactéries et induit
I'activation de la voie NB par le recrutement de RIP2. Ce processus conduit a une réponse
inflammatoire intense et a I'induction d’une réponse autophagique précoce par le recrutement de la
protéine ATG 16L1 au site d’entrée de la bactérie. Chez les patients MC exprimant la protéine
NOD?2 L1007fsinsC variante, NOD2 n’est plus recruté au site d’entrée de la bactérie et la capacité
de la cellule a activer I'autophagie est per{tli@aprés Travassc al., 2010.



2.3.3. Toll-Like receptor

Les récepteurs membranaires TLR, notamment exprimés par les monocytes-macrophages
et les cellules dendritiques, jouent un réle majeur dans la détection de microorganismes et
dans linitiation des réponses immunitaires (Cario, 2005). Leur activation entraine des
cascades de signalisation conduisant a 'augmentation de I'expression de genes codant des
protéines proinflammatoires. Une augmentation de I'expression de TLR4, récepteur activé par
le LPS (lipopolysaccharide) bactérien, composant de la paroi des bactéries a Gram neégatif, a
été observée en surface des cellules épithéliales intestinales des patients atteints de MICI
(Figure 14) (Cario and Podolsky, 2000; Hausmann et al.,, 2002). Par ailleurs, deux
substitutions d’acides aminés (D299G et T399I) dans la séquence protéique des TLR-4 ont été
retrouvées chez certains patients atteints de MC mais les conclusions des études concernant
'association entre le polymorphisme des TLR-4 et le risque de développer une MC sont
controversées, vraisemblablement a cause de fonds génétiques ethniques différents, indiquant
donc que le polymorphisme de TLR-4 ne constituerait qu’un facteur de risque mineur pour la
MC (Arnott et al., 2004; Brand et al., 2005; Franchimattal., 2004; Oostenbruegt al.,

2005; Torok et al., 2004).

Parallelement a I'augmentation de I'expression de TLR-4 a la surface de I'épithélium
intestinal chez les patients atteints de MICI, il a également été observé une diminution de
l'expression du récepteur TLR-3, récepteur activé par des ARN double brin, sans
modification de I'expression des récepteurs TLR-2 et 5, récepteurs activés respectivement par
le peptidoglycane et la flagelline (Cario and Podolsky, 2000). De plus, un polymorphisme
dans le promoteur du récepteur TLR-9, activé par des motifs CpG de I’ADN bactérien, a été
observé et est significativement associé a la MC (Torok et al., 2004). Cependant, aucune
différence d’expression de ce récepteur n'a été mise en évidence chez les patients atteints de
MICI (Pedersen et al., 2005).

2.3.4. Lavoie Thl17

La cytokine proinflammatoire IL-12, cytokine hétérodimérique comprenant les sous-
unités 1L-12p40 et IL-12p35, joue un réle majeur dans les phénomenes inflammatoires de la
MC, suggérant que la MC est une maladie de type Thl (Bouma and Strober, 2003;e$trober
al., 2002). La sous-unité 1L-12p40 peut également se combiner avec la sous-unité IL-23p19
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Le TLR2 en dimérisant avec le TLR1 ou le TLR6 va reconnaitre différents constituants bactériens
(peptidoglycane (PG), lipoprotéines et lipopeptides triacylés ou diacylés). Le TLR3 reconnait des
molécules virales d’ARN double brin (db). Le TLR4 reconnait le LPS bactérien. Les TLR7/8
reconnaissent des molécules d'imidazoquinolines (IQ) et d’ARN simple brin (sb). Le TLR9 est
activé par des ilots CpG d’ADN bactérien ou viral. Le TLR5 reconnait la flagelline et le TLR11
murin reconnait des composants de bactéries uropathogénes ou du paxaplEsma gondii.
L’activation des TLR déclenche des voies de signalisationi@®/AMAPK...) par l'intermédiaire

des protéines adaptatrices (TIRAP, MyD88, Trif ou TICAM1 et TRAM ou TICAM2) conduisant a
l'activation de la transcription de cytokines pro-inflammatoires (TNHRL6, II-13 et 1I-12) et

d’'IFN a et (d'aprés Kawai et Akira, 2006).



pour former I'lL-23 (Oppmann et al., 2000). Des études cliniques ont mis en évidence une
association entre la MC et plusieurs polymorphismes dans le Id&3R, situé sur le
chromosome 1 en position 131, qui code une sous-unité du récepteur a I'lL-23dalerr

2006; Latiancet al., 2008; Neurath, 2007). Ce résultat, ainsi que la réévaluation des données
précédemment publiées, ont remis en cause I'idée que la MC est une maladie strictement de
type Thl. Les polymorphismes du géih@3R augmenteraient le risque de MICI, mais de
fagon surprenante, une des substitutions d’acides aminés observée (A381G) confererait au
contraire une protection contre la MC. Comme [I'IL-12, I'IlL-23 est sécretée par les cellules
dendritiques, les monocytes et les macrophages. L’IL-23 joue un réle majeur dans le maintien
de la réponse lymphocytaire Th17. La fonction exacte de cette population lymphocytaire,
caractérisée par la production d’IL-17, est encore mal définie ; cependant ces lymphocytes
semblent jouer un réle majeur au niveau des barrieres mucosales et leur dérégulation a été
impliquée dans de nombreux phénomeénes inflammatoires et auto-immuns. Il est a noter que
'IL-17 stimule a son tour la production de peptides antimicrobiens et le maintien de
I'intégrité de la barriere intestinale. Ces données suggerent donc que la MC est une pathologie
non seulement Thl, mais également Th17. Des populations lymphocytaires mixtes Th1/Th17,
capables de sécréter a la fois de I'lL-17 et de I'tkNont été mis en évidence chez les
patients atteints de MC (Maynard and Weaver, 2009).

2.3.5. Autres genes associés

+ Des mutations dans le geBé& G5 (Drosophila Disc Large Homolog 5) ont également
été associées a la MC (Dady al., 2005; Russekt al., 2005; Stolket al., 2004). Le gene
DLGS5, locus situé sur en position q23 sur le chromosome 10, code une protéine de la famille
des guanylate-kinases. La protéine est localisée au niveau des jonctions entre cellules et est
impliquée dans la morphologie cellulaire, le maintien de l'intégrité de I'épithélium intestinal
et la régulation de la croissance cellulaire (Humle¢ral.,, 2003; Nakamurat al., 1998;
Wakabayashet al., 2003). La synthese de variants de la protéine DLG5 pourrait étre liee a
une augmentation de la perméabilité de la barriére intestinale €5&bl] 2004; Wakabayashi
et al., 2003).

4+ Des mutations dans les ger@STN (Organic Cation Carnitine Transporter) 1 et 2 ont
été indépendamment associées a la MC (Peltekdval., 2004). Ces genes codent des
transporteurs membranaires de cations organiques et de carnitine, médiateur essentiel de

I'oxydation des acides gras. Le variant OCTN1 associé a la MC présente une substitution d’'un
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acide aminé dans son domaine transmembranaire qui entraine une diminution du transport de
la carnitine et une augmentation de celui de cations organiques. Cependant, aucune étude ne
démontre de fonction ou d’expression altérée des genes OCTNL1 et 2 chez les patients atteints
de MC (Nobleet al., 2005; Peltekovet al., 2004).

4+ Une association entre un polymorphisme du g&@RRD8/TUCAN (tumor-up-
regulated CARD-containing antagonist of caspase nine) et la MC a également été rapportée
(McGovern et al., 2006). La protéine TUCAN est exprimée au niveau de I'épithélium gastro-
intestinal (Pathan et al., 2001) et serait un régulateur négatif de la vai® N&tilo et al.,
2002). Le polymorphisme de TUCAN associé a la MC serait également lié aux mutations

retrouvées dans le gehNe®D2.

2.4. Facteurs infectieux

Parmi les facteurs environnementaux, de nombreux arguments épidémiologiques,
cliniques, génétiques et expérimentaux sont en faveur d’une implication d’'un agent infectieux
dans I'apparition et le développement de la MC.

4+ Les données épidémiologiqueshontrent une évolution de la composition de la flore
digestive due a I'’hygiene et aux habitudes alimentaires au cours des 60 derniéres années (Gent
et al., 1994) ainsi qu’a 'augmentation de I'utilisation d’antibiotiques en médecine humaine et
vétérinaire. Ces changements pourraient étre a l'origine d'un déséquilibre entre especes
bactériennes intestinales potentiellement « protectrices » au profit d’especes « néfastes »
(Tamboliet al., 2004; Van Kruiningen and West, 2005).

4+ Les données cliniguesnontrent que les symptébmes associées a la MC, incluant les
manifestations extra-intestinales, peuvent étre similaires a des infections avec des bactéries
pathogenes a tropisme intestinal telles Qaenpylobacter Shigellaet Yersinia. De plus, il
existe des risques accrus de septicémies suite aux interventions chirurgicales chez les patients
atteints de MC pouvant étre liés a une forte translocation bactérienne observée (Laffineur
al., 1992).

4+ Les études d’associations génétiqugsoir chapitre 2.3) ont permis d’identifier des
mutations associées a la MC dans de nombreux genes, en particulier des genes codant des
récepteurs de I'immunité innée, impligués dans la reconnaissance de produits bactériens, ou
des protéines de la voie de l'autophagie permettant I'élimination de microorganismes. Ces

mutations peuvent entrainer des modifications de fonctionnalité de la protéine ce qui pourrait
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avoir pour conséguence une augmentation de la colonisation bactérienne au niveau intestinal
et donc une stimulation intense et prolongé des cellules de 'immunité.

+ Les observations expérimentalesnontrent I'importance de la flore bactérienne dans
linduction d’un état inflammatoire dans les modéles animaux mimant une inflammation
intestinale (Elson et al., 2005), suggérant un réle important des bactéries dans I'étiologie des
MICI.

Malgré l'importance des arguments en faveur de I'implication d’un facteur infectieux, le
réle précis de la flore intestinale dans I'étiopathologie de la MC reste encore a élucider. |l
existe 3 hypotheses non exclusives : la théorie d'une translocation bactérienne excessive au
niveau intestinal, la théorie d'une dysbiose intestinale favorisant I'émergence de

microorganismes a effets « néfastes » et la théorie d’'un agent infectieux.

2.4.1. Théorie d'une translocation bactérienne excessive

La translocation bactérienne (passage de bactéries viables de la lumiere du tractus
gastro-intestinal vers les nodules mésentériques et les autres organes internes, principalement
le foie et la rate) est augmentée chez les patients atteints de MC. Chez les patients atteints de
MC, certaines bactéries présentes dans la lumiere intestinale, tellEs cple Enterococcus
spp., Clostridium perfringens Proteus spp. etBacteroides fragilisont été retrouvées au
niveau des ganglions mésentériques et sont donc capables de franchir la barriere épithéliale
(Ambroseet al., 1984; Takesuet al., 2002). Les lésions précoces de MC sont retrouvées au
niveau des follicules lymphoides de l'intestin, des plaques de Peyer de I'intestin gréle chez les
sujets jeunes et des follicules du célon a tout age. Une étude récente montre une augmentation
du passage de bactériEs coli non pathogenes a travers la muqueuse iléale au niveau des
follicules lymphoides et des plagues de Peyer chez les patients atteints de M@{(lakjta
2008; Salimet al., 2009)De plus, des souches #e coliont été plus frequemment isolées a
partir de séreuses intestinales et de ganglions mésentériques préleveés lors d'actes chirurgicaux
chez les patients atteint de MC que chez les controles (Laffeteal., 1992), indiquant
gu’'une translocation bactérienne pourrait étre impliguée dans la genese des fistules et des
abceés, Iésions caractéristiques de la MC.
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Figure 15 : Flore intestinale dans les différentes parties du tube digestif.

Composition et concentrations (par gramme de contenu intestinal) dans la lumiere
intestinale des espéces de micro-organismes dominants dans les différentes régions du
tractus intestinal chez I'homme (d’aprés Sartor, 2008).



2.4.2. Théorie de la dysbiose

Le terme « microbiote » a été défini par Savage pour décrire I'ensemble des sociétés
bactériennes qui sont associées a la surface intestinale et qui peuplent le tractus digestif d’'un
individu (Savage, 1977). Ce microbiote, dont font partie les souches commensales, est
constitué d'une énorme biomasse comprenant des centaines d'espéces bactériennes
différentes. Ce dense environnement microbien est a l'origine d'une intense activité
fonctionnelle qui le rend physiologiguement tres important pour I'homme. Ainsi, le
microbiote intestinal peut étre assimilé a un véritable organe microbien placé au sein de I'h6te
et faisant partie intégrante de ce dernier (O'Hara and Shanahan, 2006). La population
bactérienne est 100 fois plus importante en quantité que le nombre de cellules eucaryotes
composant I'organisme. La densité de cette flore varie le long du tractus gastro-intestinal.
Celle-ci est assez faible, de I'ordre de' 801G bactéries par gramme de tissu, au niveau
stomacal et intestinal. Une exception est tout de méme faite au niveau de l'iléon, partie distale
de lintestin gréle, ou une augmentation de la concentration et de la diversité bactérienne est
observée. Enfin, cette flore microbienne est principalement localisée au niveau colique ou la
diversité et la densité de la population bactérienne sont maximales avec plus de 400 espéces
bactériennes présentes deé'18 1032 bactéries par gramme de tissu (Sartor, 2088)ue
15). La flore intestinale est principalement composée de bactéries mais également de
protozoaires et de champignons. La majorité des bactéries sont anaérobies et appartiennent a 2
grands groupes, les Bacteroides dont font partie Qgtophagia, Flavobacterium et
Bacteroideset les Firmicutes comprenant les ger@ésstridiumet Eubacterium(Backhed et
al., 2005). Une population bactérienne aérobie, composée principalement d’entérobactéries et
de lactobacilles, est également retrouvée mais a des concentrations 10 a 1000 fois moins
importantes (Berg, 1996).

L'étude de la microflore intestinale des patients atteints de MC, par des techniques de
culture ou par des analyses moléculaires, a permis de mettre en évidence une dysbiose
généralisée ou localisée, correspondant a la diminution du nombre de bactéries habituelles, a
'augmentation du nombre de bactéries inhabituelles, qui s’accompagne quelquefois de la
réduction de la biodiversité des espéces bactériennes.

La composition de ldlore fécale differe entre patients atteints de MICI et sujets sains
(Dickinson et al., 1980; Keighlegt al., 1978; Ruseler-van Embden and Both-Patoir, 1983;
Seksik et al., 2003). Les premieres études utilisant des techniques de culture classique ont
montré une augmentation de la concentration fécalB.deulgatus et une diminution de

Lactobacilluset deBifidobacteriumchez les patients atteints de MC (Faweal., 1997). Une
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augmentation significative des entérobactéries a également été observée grace a des
techniques culture-dépendantes et indépendantes chez les patients atteints d'une MC active
(Keighley et al., 1978). Les entérobactéries sont retrouvées chez les sujets sains mais leur
concentration est bien plus importante chez les personnes atteintes de MICI, pouvant méme
représenter la flore intestinale dominante, ce qui n’est jamais le cas chez des sujets sains. Il a
aussi été frequemment montré qu’au moins 30% de la flore dominante chez les patients
atteints de MICI appartenaient a un groupe phylogénétique inhabituel (Seksik et al., 2003).
Par contre, ces changements de composition de flore fécale semblent étre différents entre
patients atteints de MC, de RCH et/ou d’infection colique, montrant que ces modifications de
flore ne sont pas uniquement dues a des changements de conditions du tractus gastro-
intestinal. En effet, une diminution des Firmicutes caractérise les MICI, avec notamment une
diminution significative du groupe dé€3. cocoideschez les patients atteints de RCHGCet
leptum chez les patients atteints de MC (Satadl., 2008). D’autres études ont montré une
dominance inhabituelle de certaines bactéries telles @ eetinatus Sutterella,
Fusobacterium Verrucomicrobiumet diversClostridium chez les patients atteints de MC
(Marteau et al., 2004). Enfin, la composition de la flore fécale est instable au cours du temps
chez les patients atteints de MC alors qu’elle est constante chez des sujets sains (Seksik et al.,
2003). Toutes ces études de composition de la flore démontrent I'existence d'une
dysbiose chez les patients atteints de MC mais ne permettent pas de donner des informations
sur 'activité bactérienne. En effet, la détermination des bactéries présentant une forte activité
meétabolique dans ces dysbioses pourrait permettre d’identifier les microorganismes impliqués
dans l'initiation et/ou le maintien de l'inflammation intestinale.

La flore associée a la muqueusest généralement différente de la flore fécale (Legage
al., 2005). Plusieurs études ont montré que la population bactérienne mucosale totale est plus
importante chez les patients atteints d’'une MICI comparativement a des sujets sains (Kleessen
et al., 2002; Schultset al., 1997; Swidsinslat al., 2002), que se soit au niveau du mucus ou
a la surface de I'épithélium intestinal (Kleessdral., 2002; Swidsinsket al., 2002). Cette
dysbiose mucosale peut étre généralisée ou localisée (Lepalge2005; Seksik et al., 2005).
Enfin, la biodiversité mucosale est diminuée chez les patients atteints de MICI, avec une
augmentation de la représentation de bactéries inhabituellest(&ltt 2004). En effet, une
diminution des espéces bactériennes bénéfiques tellBifip@bacteriumet Lactobacilluset
une augmentation des bactéries pathogénes telleBapieroideset E. coli associées a la
mugqueuse intestinale ont été observées chez les patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud
et al., 1998; Giafferet al., 1992; Keighleyet al., 1978; Lederman, 1997; Manichanh et al.,
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Tableau 4 : Micro-organismes recherchés dans les tissus de patients atteints de MC.

{d aprés Cartun ef al., 1993).

Virus

Bactéries Parasites

Adénovirus

Epstemn-Barr Virus (EBV)
Cytomégalovirus (CMV)
Virus Influenza
Coronavirus

Rotavirus

Virus de la diarrhée
Virale bovine (BVDV)

Borrelia spp.
Toxoplasma gondii
Treponema spp.

Brucella spp.
Chiamidia spp.
Campyiobacter spp.
Escherichia coli
Helicobacter spp.
Legionella spp.
Mycobacterium spp.
Mycoplasma spp.
Pseudomonas spp.
Salmonella spp.
Staphylococcus spp.
Straptococcus spp.
Shigella spp.
Yarsinia spp.

Tableau 5 : Micro-organismes recherchés dans les tissus de patients atteints de MC.

(d aprés Liu ef al . 1993

Virus

Bactéries

Virus influenza A

Virus de la diarrhée virale bovine (BVDV)

Virus de la rougeole
Virus parainfluenza types 2 et 3
Virus respiratoire syncytial (VRS)

Bacteroides vulgatus
Bacteroides burgdorferi
Enterococcus
Escherichia coli
Listeria monocytogenes
Streptococcus groupe F




2006; Neutet al., 2002; Seksik et al., 2006; Swidsinsekial., 2002; Tambolt al., 2004). En
parallele, des analyses de flore iléale de patients atteints de MC ont montré une baisse
significative de la concentration deaecalibacterium prausnitziibactérie appartenant au
phylum des Firmicutes, productrice de butyrate et qui aurait des effets immunomodulateurs et
anti-inflammatoires (Sokadt al., 2008).

L’ensemble de ces résultats conforte I'hypothése d’une perturbation de la balance entre les
bactéries potentiellement bénéfiques et les bactéries potentiellement pathogénes qui pourrait
contribuer a l'initiation et/ou a la chronicité des MICI. Ces résultats ont été renforcés par la
mise en évidence d'immunoglobulines dirigées comtreoli, Bacteroidespp. etClostridium
spp. en quantités significativement supérieures dans la muqueuse intestinale de patients

atteints de MC comparativement a la muqueuse de sujets contrdles (Macpherson et al., 1996).

2.4.3. Théorie de I'implication d’un agent infectieux

Les similitudes entre la MC et certaines formes d’entérocolites infectieuses suggerent que
plusieurs agents infectieux a tropisme intestinal pourraient participer a I'étiologie de la MC,
comme le montrent lesableaux 4 et 5 regroupant I'ensemble des agents infectieux
recherchés par immuno-cytochimie sur pieces opératoires (Cartun et al., 1993; Liu et al.,
1995). Les difféerentes recherches se sont particulierement orientées vers I'étude de
limplication ou de la participation de virus, de levures, et d’espéces bactériennes non
commensales du tube digestif dans I'étiologie de la MC (Céiitz., 1998 ; Guslandit al.,

2002; Kallinowskiet al., 1998).
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Il Microorganismes et MC

II.1. Les différents agents de la piste infectieuse
Depuis la premiere description de la MC, il a toujours été suggéeré que des agents
infectieux pouvaient étre impliqués dans la pathologie et son évolution. De nhombreuses études
se sont notamment focalisées sur les potentiels roles d’agents viraux, de levures pathogénes
ou de bactéries telles qitelicobacter Yersinia,Listeria, Mycobacterium aviunsubspecies

paratuberculosis et Escherichia coli (pour revue (Pineton de Chambrun et al., 2008)).

1.1. Implication d’'un agent viral

Pendant des décennies, I'apparition de MC et d’inflammations aigués ont été associées
avec des infections virales, notamment a cause de I'age des personnes malades (15-25 ans),
personnes les plus souvent exposées aux infections virales, mais également suite aux
nombreuses études épidémiologiques associant la consommation d’eau de source avec la MC,
suggérant l'implication d’'un virus aquatique. La principale hypothése est le développement
d'une vasculite au niveau de la muqueuse intestinale consécutive a une infection virale
persistante de I'endothélium mésentérique. Pour valider cette théorie, la présence d’agents
viraux dans les tissus des patients atteints de MC a été recherchée par différentes techniques,

mais les résultats n'ont pas permis de démontrer le rdle exact des virus dans la MC.

L’implication d’'un herpésvirustel que I'Epstein Barr virus (EBV) ou le cytomégalovirus
(CMV) dans la pathogénése de la MICI est suspectée (Wakefield et al., 1992). L'EBV et le
CMV, envahissant les cellules immunitaires telles que les lymphocytes, peuvent entrainer une
réponse immunitaire et la sécrétion de nombreuses cytokines.

Récemment, des recherches moléculaires par PCR ou RT-PCR ont été réalisées pour tout
ADN ou ARN viral dans les tissus des patients atteints de MC (Van Kruingtgan 2007).

Seul le virusd’EBV a été détecté chez 15% des patients et aucun entérovirus n'a été détecté
dans les tissus intestinaux, ces résultats sont en accord avec des donnée antérieures
démontrant la présence d’ADN d’EBV dans les tissus de patients avec MI@t(@3ai2006;

Yanai et al., 1999). Cependant, selon les connaissances scientifiques actuelles, aucune
conclusion sur un réle d’'une infection par EBV dans une MICI ne peut étre élaborée.

L’association entre IEMV et les MICI reste peu claire. Des études sur l'infection par le
CMV dans les MICI ont proposé cette association sans spécifier si le CMV est bien le facteur

30






causal aggravant l'inflammation intestinale. La théorie la plus probable serait que le CMV
infecte les zones actives des MICI et cause des dommages coliques. Plutdét qu'un agent
pathogéne impligué dans les MICI, le CMV participerait a l'aggravation d’'une colite
préexistante.

L’implication du virus de la rougeolalans I'étiologie et/ou la pathogenese de la MC a été
suggérée (Daszak et al., 1997; Miyamoto et al., 1995; Wakefield et al., 1993). Ces
observations ont conduit a établir 'nypothése qu’une exposition précoce au virus de la
rougeole, soit au cours de la grossesse (Ekbbal., 1996), soit a la suite d’'une infection
post-natale (Wakefield and Montgomery, 2000) ou suite & une vaccination, prédisposerait a la
MC. Cependant, ces résultats sont controversés. En effet, la détection de virus de la rougeole
chez les patients atteints de MC par des techniques de PCR et de RT-PCR s’est révélée étre
négative (Afzalet al., 1998; lizukeet al., 1995). Le seul point qui reste encore possible est
une co-infection virale, associée a la rougeole, lors du jeune age, pouvant provoquer une
inflammation intestinale inappropriée chez un patient génétiguement susceptible (Wakefield
et al., 1999).

La théorie de I'implication debactériophagespourrait expliquer la dysbiose chez les
patients atteints de MICI. Les bactériophages peuvent étre présents en nombre jusqu’a 10 fois
supérieur a celui des bactéries dans certains écosystémes et peuvent alors exercer une forte
influence sur la diversité et la composition de la population bactérienne, et sont probablement
impliqués dans une dysbiose en déstabilisant les communautés bactériennes (Riley, 2004). lls
peuvent étre impliqués indirectement en favorisant le transfert de gene et une réorganisation
du génome au sein de la population bactérienne, ou directement en tant qu’agent
immunomodulateur (Gorsket al., 2006) ou encore par compétition stérique pour une
structure de surface bactérienne. Cependant, le réle des bactériophages dans la microflore
intestinale est souvent négligé. Une étude récente a déterminé la communauté phagique totale
associée a la muqueuse intestinale et a comparé I'abondance de bactériophages entre des
sujets sains et patients atteints de MC, que ce soit au niveau des zones lésées ou saines
(Lepageet al., 2008). Les résultats montrent que chaque individu présente une colonisation
différente par une famille phagique dominante. Cependant, au niveau mucosal, les patients
atteints de MC présentent significativement plus de VLP (Virus-Like Particles) que les sujets
contréles. De plus, une diminution des VLP est observée au niveau des muqueuses ulcérées.
Deux hypothéses peuvent étre proposees : (i) soit il y a plus de phages produits, (ii) soit ils

survivent plus longtemps au niveau des zones non ulcérées. Bien que la variation de la
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composition de la flore et de I'abondance bactérienne entre zones lésées et non Iésées ne soit
pas encore totalement admise, le cycle du bactériophage (lytique ou lysogénique) pourrait étre
responsable de certaines de ces différences. Cette étude montre donc pour la premiere fois une
communauté bactériophagique dense spécifiguement associée a la muqueuse intestinale de
patients atteints de MC. Ainsi, les bactériophages pourraient jouer un réle dans la dérégulation
de la réponse immunitaire a la flore bactérienne associée a la muqueuse observée chez les

patients atteints de MC.

1.2. Implication de Candida albicans

Le phosphopeptidomannane (PPM) de paroi de levure a été identifi€ comme antigéne
entrainant la production d’anticorps ASCA (Joossehsal., 2002). La présence de ces
anticorps dirigés contre des antigenes de levures non pathdggoesaromyces cerevisiae
permet distinguer une RCH d’une MC (Main et al., 1988). De plus, il a été montré que 20%
des patients présentent des ASCA au niveau sanguin avant les premiéres manifestations de la
MC. La mise en évidence d'une réponse humorale dirigée contre une levure a ouvert de
nouvelles perspectives d’études pour comprendre la pathogénése des MICI. Un antigene
environnemental portant des mannanes a sa surface pourrait étre a I'origine d’'une réponse
inflammatoire incontrélée de la muqueuse intestinale et/ou le systéeme immunitaire intestinal.

Plusieurs études ont montré une association directe significative entre la présence
d’ASCA et de mutations du gemMeOD2 chez les patients atteints de MC, suggérant ainsi que
linflammation observée chez ces patients pourrait étre le résultat d'un défaut de la réponse
immunitaire innée contre les antigénes d’'une levure pathogéne. D’ailleurs, il a été identifié un
sous-groupe de patients de MC caractérisé par des ASCA positifs et une mutation dans le
geneMBL (Mannan binding lectin) (Seibold et al., 2004). MBL est un récepteur du systeme
immunitaire inné qui joue un réle important dans la défense contre les antigenes contenant du
mannose, incluant les résidus mannoses répétés présents sur les levures. Les variations de la
protéine MBL entraineraient une accumulation persistante d’antigénes dans la muqueuse
intestinale, stimulant ainsi une réponse immunitaire spécifique. Cependant, une étude vient
controverser cette hypothese en montrant que la prévalence des ASCA est identique dans les
populations Européenne et Tunisienne alors qu’il y a un plus faible taux de mi&tioh
en Tunisie (Hadrich et al., 2007).

Bien gu'il y ait de nombreuses études montrant que les ASCA sont un bon marqueur de la
MC, le facteur immunogene induisant leur production est encore inconnu. Récemment, il a été

proposé queCandida albicanspouvait agir comme pathogéne intestinal, entrainant la
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Figure 16 : Candida albicans et I'induction de la production d’anticorps anti-Saccharomyces
cerevisae (ASCA).

C. Albican est un pathogéne opportuniste contrélé par la balance entre une réponse pro- et anti-
inflammatoires. Chez les patients atteints de MC, 'augmentation de la prévalence des ASCA est en
corrélation avec une augmentation de la colonisation Graalbicans (d’apres Pineton de
Chambrunret al., 2008).



formation d’ASCA Figure 16) (Standaert-Vitset al., 2006). Bien qu’étant un pathogene
fongique,C. albicanspeut étre porté sans symptémes par une grande partie de la population
en colonisant la surface mucosale du tube digeStifalbicansexprime I'épitope majeur
d’ASCA sur de nombreuses molécules de surface et notamment lors de la phase
pathogénique. Plus récemment, il a été montré Qualbicansest capable d’aggraver une
colite induite au DSS dans un modele murin Balb/cJ, en induisant notamment une

augmentation de la production de cytokines TiNEFawhara and Poulain, 2007).

1.3. Implication d’'une bactérie pathogene

Parmi les agents infectieux bactériens, les geMiygmbacteriumet Escherichia colisont
fortement étudiés suite aux nombreuses études montrant une forte corrélation entre la
présence de ces bactéries et le développement d’'une MC. Plus récemment, I'implication de
souches deHelicobactera aussi été étudiée suite notamment aux observations faites en
modéle inflammatoire murin. Enfin, I'hypothese de la chaine du froid permettrait de mettre en
corrélation I'émergence de la MC avec un facteur environnemental qui serait I'équipement
des foyers occidentaux modernes par des réfrigérateurs, ou des bactéries psychrotrophes telles
gueYersinia spp. olListeria spp. pourraient se développer et présenteraient des propriétés de

stimulation de la réponse immunitaire d'un héte génétiquement prédispose.

1.3.1 Helicobacter

Depuis la découverte de I'association ertielicobacter pyloriet le systéme mucosal
gastrigue humain, entrainant la formation d’ulceres, une implication des bactéries du genre
Helicobacterdans la MC a également été suspectée. Depuis, 59 espddebcdbacteront
ete identifiées chez I'animal et THomme. Plusieurs espéces ont été isolées au niveau intestinal
humain. Helicobacter serait ainsi capable de coloniser le tractus digestif de I'Homme et
d’'induire des pathologies. Cependant, aucun rdle spécifique de ces pathogénes intestinaux
dans les MICI n’a pu encore étre démontré.

Les études réalisées au cours de ces dix derniéres années en modele murin ont montré une
implication directe de Helicobacter dans une inflammation intestinale. Helicobacter hepaticus
est un pathogene murin proche du pathogéne humaipylori. Il est impliqué dans des
hépatites chez la souris et certaines souches seraient associées au développement de cancers
hépatiques. Dans certains modeles murins présentant des altérations génétiques, il a été

identifi€ comme pathogéene intestinal capable d'induire une inflammation sévere,
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accompagnée d’une réponse immunitaire semblable a ce qui peut étre observé chez des
patients atteints de MC (Cahék al., 1997; Chiret al., 2000; Foltzt al., 1998; Fot al.,

1996; Franklin et al., 1998; Jiargt al., 2002; Shomeet al., 1997). Par ailleurs, plusieurs
études montrent que la présence d'une flore endogéne est trés importante pour gu’une
inflammation intestinale se développe apres une infectiorHpdrepaticus (Burich et al.,

2001; Dieleman et al., 2000; Kullbeeg al., 1998). Récemmenmglicobacter biliss’est aussi

avéré capable d’'induire une colite chez des souris immunodéficientes C3h/HeN en conditions
gnotobiotiques (Jergeret al., 2007). La colonisation de ces souris igabilis entraine une
perturbation de la réponse immunitaire de I'hdéte a sa flore commensale, induit
progressivement une réponse immunitaire aux bactéries commensales, ce qui contribue au
développement d’'une inflammation intestinale, avec I'apparition d’'une iléocolite. A I'heure
actuelle, toutes ces études expérimentales sur modele murin sont trés prometteuses quant a
une implication possible ddelicobacterdans la pathogenese des inflammations intestinales
chez 'Homme. Une étude clinique récente réalisée chez des enfants montre une corrélation
entre la détection par PCR la de présenételicobacterdans les féces et une atteinte par la

MC. Ceci suggere un réle de ce genre bactérien dans le développement de MC chez des
enfants (Man et al., 2008).

1.3.2. Les bactéries psychrotrophes : Yersinia et Listeria

Les données épidémiologiques de la MC montrent une forte corrélation entre I'émergence
de la maladie en occident et la modernisation des foyers, indiquant ainsi qu'il existerait des
facteurs de risques environnementaux familiaux, liés au style de vie, au régime alimentaire,
ou a I'hygiéne domestique. Or, un facteur commun a tous ceux-ci est la réfrigération, qui
pourrait représenter ainsi un potentiel facteur de risque pour la MC. En comparant I’évolution
de I'équipement domestique en réfrigérateur dans la société occidentale avec celle de la MC,
des coincidences temporelles et géographiques peuvent étre observées au cotif§ du 20
siecle. Ainsi, cette hypothese de la chaine du froid pourrait suggérer I'implication de facteurs
infectieux qui seraient les bactéries psychrotrophes telle¥ grggniaou Listeria (Hugotet
al., 2003a). Ces bactéries sont fréquemment retrouvées dans une grande variété d’aliments, y
compris la viande et les légumes, et ont été isolées au niveau de lésions chez des patients
atteints de MC.

Yersiniasont des bacilles ubiquitaires a Gram négatif. lls peuvent étre pathogenes chez

des animaux sauvages et domestiques tels que les oiseaux. C’est un pathogéne entérique qui
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cause une grande variété de symptéomes cliniques chez 'Homme. Il y a de nombreux aspects
de la Yersiniose communs avec la MC, notamment la présence de granulomex @hbe
1997). Yersinia enterolitica peut pénétreia les plaques de Peyer, causant ainsi des micro-
abceés et des ulcérations le long de I'épithélium iléal (Grutzkau et al., 1990). Cette bactérie a
un fort tropisme pour les tissus lymphatiques et est notamment retrouvée au niveau des
nodules mésentériques, suggérant qu’une stimulation des lymphocytes T joue un réle central
dans la pathogenése des infection&ssinia. L'infection de cellules épithéliales intestinales
par Yersinia spp. entraine une activation de la voiekBFet la sécrétion de cytokines
proinflammatoires (Grassét al., 2003). Plusieurs études ont montré la présenc¥.de
enterolitica et deY. pseudotuberculosiau niveau intestinal de patients atteints de MC
(Kallinowski et al., 1998; Lampset al.,, 2003). Il a été rapporté par deux groupes
indépendants, un en Grande-Bretagne et un autre en ltalie, deux cas d’iléites terminales
impliquant Yersinia paratubercolosjschez qui une MC a été par la suite diagnostiquée
(Homewood et al., 2003; Zipgit al., 2006). Ces résultats indiquent une implication possible
de Yersinia chez certains patients atteints de MC, mais des études supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer si cette observation est un épiphénomene ou si une infection a
Yersinia est bien un facteur déclenchant de la MC.

La bactérie psychrotropheasteria fait I'objet de nombreuses recherches concernant son
implication dans la pathogenese de la MC (Céeal., 2000; Huijsdenst al., 2003). Ainsi,
Listeria monocytogengsourrait représenter un bon candidat impliqué dans I'étiologie de la
MC. L. monocytogenea été identifié au niveau de lésions de patients atteints de MC par
analyses immunohistochimiques (Chen et al., 2000; Chtbal., 1998; Liu et al., 1995;
Walmsley et al., 1998). Un autre point en faveur de cette hypothése est que des souris
déficientes pour NOD2, gene de suceptibilité associé a la MC, ont montré une susceptibilité
accrue a une infection oralelLdsteria monocytogenesnais sont résistantes a une infection
systémique (Kobayaslket al., 2005). Cette observation est associée a une diminution des taux
d’ARNm de cryptidines spécifiques, homologues addéfensines humaines, au niveau des
cellules de Paneth. Cependant, des études supplémentaires sont donc nécessaires pour

confirmer ou infirmer I'hypothése d’'une implication de Listeria dans la MC.

1.3.3. Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

L’hypothese d’une mycobactérie a l'origine de la MC a été suspectée des la description

anatomopathologique de lésions granulomateuses (Dalziel, 188@pbacterium avium
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Tableau 6: Arguments pour ou contre Pimplication de Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (MAP) dans la MC (D’ apres Pineto 2007 et Sartor 2005).

Pour

& Similitudes cliniques et pathologiques avec la maladie de Johnes

© Présence dans la chaine alimentaire (lait, viande) et dans I'eau

& Plus forte détection par culture, PCR et FISH de MAP dans des tissus isolés de patients atteints de MC
& Culture de sang positive pour MAP chez les patients atteints de MC

© Réponse sérologique augmentée chez les patients atteints de MC

© Détection de MAP dans le lait humain par culture et PCR

& Progression d’une lymphadénopathie en iléite distal chez les patients atteints d’infection 3 MAP

© Réponse thérapeutique a une thérapie combinant des antibiotiques et des anti-tuberculeux

& Identification de LT activés par des épitopes de MAP chez patients atteints de MC

Contre

2 Différences cliniques et pathologiques avec la maladie de Johnes

2 Manque de données épidémiologiques concernant une infection qui serait alors transmissible

2 Pas de transmission d’animaux contaminés avec MAP & des humains

2 Pas de similitudes entre le génotype des MAP lié a la MC et isolé de bovin

2 Variabilité des résultats pour I'identification de MAP par PCR et les tests sérologiques chez les patients
2 Pas d’aggravation de la MC chez des patients immunodéprimeés

2 Pas de réponse thérapeutique a I'utilisation d’antibiotique anti-mycobactériens classiques

2 Pas de données histologiques




subspecies paratuberculos{MAP) est I'agent causal de la maladie de Johne, une iléite
granulomateuse chronique des ruminants qui partage des similitudes avec la MC (Chiodini,
1989; Greenstein, 2003). Depuis une quinzaine d'années, beaucoup de données
bibliographiques discutent I'implication de MAP dans la MC, ces études sont reportées dans
le tableau 6 (D’apres (Sartor, 2005)).

MAP est capable de survivre en macrophages en créant une niche de réplication qui met
cette bactérie a I'abri des agents bactéricides du phagocyte. Cette propriété de résistance en
macrophages fait de ce pathogene un candidat potentiel qui pourrait étre impliqué dans la
formation de granulomes, caractéristique histologique de certaines formes de MC. D’ailleurs,
de I'ADN de MAP a été détecté par PCR dans des tissus de certains patients atteints de MC,
notamment dans les granulomes. Cependant, I'ADN d’autres types de bactéries a également
éte retrouvé au niveau de ces granulomes dont notammeéntcdé (Ryanet al., 2004a). De
plus, la présence d’ADN bactérien dans les granulomes n’indique pas forcément une relation
de cause a effet. Cela pourrait influencer la progression de la maladie étant donné que '’ADN
bactérien peut avoir un effet d'immunomodulation. De plus, une étude trés récente montre que
des lymphocytes T CD4avec un phénotype Thl ou Th1/Th17, isolés de biopsies intestinales
de patients atteints de MC, sont activés par des épitopes de MAP. Ces résultats suggérent une
implication de MAP dans l'inflammation associée a la MC (Olsen et al., 2009).

Les résultats sont contradictoires en ce qui concerne l'isolement de cette bactérie chez les
patients atteints de MC. Certaines études ayant pour but d’isoler des MAP ou d’amplifier des
séquences d’ADN spécifigues de MAP indiquent la présence de MAP dans des biopsies
intestinales de patients atteints de MC (Autschbach et al., 2005; &tasder2004; Romero et
al., 2005; Ryan et al., 2002; Seddtial., 2005) alors que d’autres études, n'ont pas permis de
mettre en évidence la présence de cette bactérie (Ellingson et al., 2003; Freeman and Noble,
2005; Shanahan and O'Mahony, 2005). Récemment, une méta-analyse prenant en compte les
tests PCR ou ELISA afin de compiler tous les résultats d’études recherchant la présence de
MAP chez les patients atteints de MC démontre une association entre la détection de MAP et
la MC (Felleret al., 2007).

Plusieurs études cliniques ont rapporté que 'administration d’'une combinaison de trois ou
guatre antibiotiques présentant de fortes activités contre MAP permet d’obtenir des rémissions
chez environ deux tiers a trois quarts des patients avec des formes actives de MC €Borody
al., 2002; Douglasst al., 2000; Guet al., 1997; Ryan et al., 2002). Toutefois, il est a noter
gue ces antibiotiques visant a éliminer MAP sont également actifs sur de trés nombreuses

especes bactériennes. Une récente étude clinique a porté sur I'efficacité d’antibiotiques anti-
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Tableau 7 : Arguments en faveur d’une implication de E. coli dans la MC.

Lieu d’étude

Détection

Reférence

Grande-Bretagne
Etats-unis
France
Grande-Bretagne
Grande-Bretagne

France

France

Japon

Allemagne

Etats-Unis

Grande-Bretagne

France

Irelande

Grande-Bretagne

Ac anti-Ag0 (01 2 0183)
Ag E coli
Ag E coli

IgG mucosales anti-F. coli
Ag E coli

Colonisation muguense iléale
par E_ coli

Mise en évidence E. coli
adhérents et invasifs (AIEC)

Aget ADN E. coli sur
coupes tissus

Détection Ag et ADN sur
coupes tissus
Mise en évidence £. coli
invasives

Ac anti-OmpC

Mise en évidence E. coli
adhérents et invasifs

Prévalence E coli adhérents ot
invasifs (AIEC)

PCE pour détection E. coli dans
granulotmes

Détection ADN in situ sur
coupes tissus

{Tabagchali ef al . 1978}
(Cartun ef af , 1993)
(Lin ef al | 1993)
{Macpherson of al., 1996)
(Walmslev ef al , 1998)

{Darfeunille-Michaud ef al., 1998)

(Boudeau ef al., 1999)

(Fujita ef al., 2002)

(Swidsinski ef al., 2002)

(Landers ef al., 2002)

(Martin ef al.. 2004)

{Darfeuille-Michauod ef al., 2004)

(Fyan ef al., 20043)

(Mylonaki ef al., 2005)




mycobactériens tels que la clarithromycine, rifabutine et clofazimine, dans le traitement de
patients présentant une MC active (Se#tyal., 2007). Aprés 2 ans de traitement, aucune
différence entre le groupe thérapeutique et le groupe placebo n’a pu étre observée concernant
les récidives de la MC, indiquant que MAP ne jouerait pas un réle primordial dans la MC.
Cependant, cette étude montre aussi qu'au bout de 6 mois, 66% des patients ayant recu le
traitement étaient en compléte rémission, ce qui est le meilleur résultat obtenu a ce jour
guelque soit la thérapie utilisée, Infliximab compris.

La présence d’anticorps dirigés contre MAP a été mise en évidence chez 90% des patients
atteints de MC pour lesquels la recherche d’ASCA était négative (Raakr 2000), ce qui
suggérerait I'existence de différentes formes de MC : une forme iléale avec mutation du géene
NOD2/CARD15 et présence d’ASCA, et au moins une autre forme pouvant étre liée a la
présence de MAP. En effet, une étude canadienne ne montre aucune corrélation entre les

mutations NOD?2 et une sérologie positive pour MAP (Bernstein et al., 2007).

1.3.4. Escherichia coli

L'implication de E. colidans la MC est envisagée depuis longteififzbleau 7). En
effet, des études sérologiques ont montré des 1978 des taux d’anticorps sériques dirigés contre
les antigenes O dE. coli plus élevés chez les patients atteints de MC que chez les sujets
contrbles (Macpherson et al., 1996; Tabaqcbghl., 1978). Plus recemment, il a été montre
gue les taux d’anticorps sériques dirigés contre la protéine de membrane externe GEnpC de
coli étaient trés élevés chez environ 50% des patients atteints de MC (Landérs2002;
Mei et al., 2006; Mowet al., 2004a; Mowet al., 2004b). Par ailleurs, de nombreuses études
sur des biopsies intestinales de patients atteints de MC ont mis en évidence la présence
d’antigénes spécifiques d&. coli notamment au niveau des macrophages et des cellules
géantes a la base des ulceres, le long des fissures, dans les granulor@sied lpropria
(Cartun et al., 1993; Fujitat al., 2002; Liu et al., 1995; Swidsingdd al., 2002; Walmslegt
al., 1998).

Récemment, des études ont montré Bueoli est significativement plus abondant chez
les patients atteints de MICI que chez des sujets controles (Kotletvaki 2007). De plus,
des souches de E. calit été isolées plus fréquemment a partir de séreuses intestinales et de
ganglions mésentériques prélevés lors d’actes chirurgicaux chez les patients atteints de MC
gue chez les contrbles (Ambros¢ al., 1984; Laffineuret al., 1992). E. colicolonise

anormalement les lésions iléales aigués et chroniques des patients atteints de MC
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(représentant jusqu’a 100% de la flore totale aéro-anaérobie) comparativement aux témoins
(Darfeuille-Michaud et al., 1998; Lederman, 1997). Actuellement, plusieurs études
indépendantes ont rapporté une augmentation du nomke cai associés a la muqueuse
intestinale chez les patients atteints de MC (Cattal., 2006; Darfeuille-Michaud et al.,

1998; Kotlowskiet al., 2006; Martin et al., 2004; Neeitt al., 2002; Swidsinslet al., 2002).

Il.2. Caractéristiques des souches dg. coli associées a la MC

2.1. Propriétés d’adhésion des souches Becoli associées a la MC

Plusieurs études ont montré que les soucheg.deoli retrouvéesau niveau de la
mugqueuse intestinale ou dans des selles de patients atteints de MC étaient capables d’adhérer
in vitro aux cellules eucaryotes. En effet, des soucheE. dmli présentant des propriétés
d'adhésion aux cellules buccales ont été isolées des selles de 62% et 53% de patients atteints
de MC, contre respectivement 6% et 5% de sujets contrdles (Burke and Axon, 1988; Giaffer
et al., 1992). De plus, des souches Klecoli possédant des genes codant des adhésines
responsables de l'adhésion diffuse cBezcoli ont été retrouvées au niveau de 39,3% des
biopsies rectales de patients avec MC, comparativement a 22,2% des biopsies provenant de
sujets contrdles (Schultst al., 1997).

Il existe une relation entre le pouvoir d’adhésion et le taux de colonisation de la muqueuse
intestinale par ces souches He coli. En effet, le pourcentage de souches adhérentes est
d’autant plus €élevé que le taux de colonisation est important. Ce résultat est illustré par le fait
gue 84,6% des patients atteints de MC et 78,9% des patients présentant une récidive de MC
hébergent des souches Hecoli adhérant aux cellules Caco-2, contre seulement 33,3% des
contrbles (Darfeuille-Michaud et al., 1998).

Les propriétés d’'adhésion et d’invasion des souchk&s cbli isolées de patients
atteints de la MC sont en corrélation directe avec leur capacité a former un biofilm sur une
surface abiotique (Martinez-Medinat al., 2009b). La différence entre I'adhésion a des
cellules et la capacité a former un biofilm donne lieu a de nombreuses discussions au sein de

la communauté scientifique.

2.2. Propriétés d’'invasion des souches e coli associées a la MC

Plusieurs études indépendantes ont rapporté chez les patients atteints de MC la présence

de E. coli internalisé dans la muqueuse ou la propriétéElesoli associés a la muqueuse

38



Figure 17 : Clichés de microscopie électronique a transmission de cellules épithéliales HEp-2
infectées par la souche dE. coli LF82.

A. Adhésion et invasion des bactéries LF82 a la cellule héte (x 6 BOBprmation d’extensions
membranaires par la cellule hote infectée qui englobent les bactéries adhérentes en vue de leur
internalisation ¥ 21 600).C. Lyse de la vacuole d’endocytose contenant les bactéries XF32 (

800) (d’aprés Boudeaat al., 1999).



d’envahir les cellules épithéliales intestinales (Alpern J., 2006; @brak, 2006; Darfeuille-
Michaud et al., 2004; Kotlowslet al., 2007; Martin et al., 2004).

La souche dé&. coli LF82 isolée au niveau d’une Iésion iléale chronique chez un patient
atteint de MC a plus particulierement été étudiée au laboratoire de Pathogénie Bactérienne
Intestinale. Cette souche est capable d’envahiitro les cellules épithéliales intestinales des
lignées Intestine-407, Caco-2 et HCT-8, ainsi que les cellules épithéliales de larynx HEp-2 et
ceci avec un niveau d’internalisation comparable a celuiEdexli entéroinvasifs (EIEC),

pathovar de référence des bactéEesoli pour le phénotype invasif (Boudeau et al., 1999).

L'interaction entre la souche LF82 et les cellules épithéliales est caractérisée par
I'émission d’élongations membranaires a la surface des cellules cibles qui englobent les
bactéries adhérentes. Ces élongations, localisées au site de contact intime avec les bactéries,
semblent étre sous-tendues par une accumulation d’éléments du cytosquelette cellulaire,
comme en témoignent les zones cytoplasmiques denses observées au niveau des sites
d’interaction(Figure 17). Ce phénomene d'internalisation de cette souche dans les cellules
HEp-2 nécessite une polymérisation active d’actine, ainsi qu’'un recrutement des
microtubules, comme ont pu le montrer les inhibitions d’invasion en présence de
cytochalasine D et de colchicine, inhibiteurs spécifiques de ces deux mécanismes. De telles
modifications morphologiques ont également été observées lors des phénomenes de
macropinocytose induits p&higella spp. owalmonellaspp. (Adamet al., 1995; Finlay and
Falkow, 1988; Francist al., 1993). Cependant, aucun des déterminants génétiques d'invasion
connus cheshigella spp.Salmonellaspp. ou chez le&. coli pathogénes n'a été retrouvé
chez la souche LF82, ce qui indique que son processus d'invasion repose sur des déterminants
géneétiques d'invasion originaux (Boudeau et al., 1999).

Comme d’autres souches invasives du type El&l@gella spp. osalmonella spp., la
souche LF82 est capable de survivre, ainsi que de se multiplier dans les cellules intestinales.
L’'analyse en microscopie électronique a transmission a montré que la souche LF82 avait la
capacité, comm8&higella spp., de lyser la membrane de la vacuole d’endodfimgee 17)
et de se retrouver libre dans le cytoplasme, environnement favorable a une multiplication

bactérienne (Boudeau et al., 1999).
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Figure 18 : Clichés de microscopie électronique a transmission de macrophages J774-Al
infectés par la souche d&. coli LF82.

A. Aprés 1 h d’infection, les bactéries LF82 sont internalisées dans un phagBste® bactéries

LF82 sont capables de se multiplier et a 8 h post-infection, des vacuoles contenant plusieurs
bactéries sont observé€x. A 24 h post-infection, les bactéries LF82 se retrouvent dans une large
et unique vacuolex(7 200) (d’apres Glasseral., 2001).



2.3. Survie et multiplication des souches dg. coli associées a la MC

Le comportement des souchesElecoli associées a la MC, ainsi que le devenir de la cellule
hote, ont été étudiés dans i. différentes cellules macrophagiques murines et humainestGlasser

al., 2001) et enii. cellules épithéliales déficientes ou non pour l'autophagie (Lapauile

2.3.1. Survie et multiplication en cellules macrophagiques

Les résultats obtenus montrent que 100% des soucliescdéisolées de patients atteints
de MC sont capables, aprés phagocytose par les macrophages murins J774-Al, de survivre et
de se multiplier fortement jusqu'a 48 h post-infection, avec un nombre de bactéries
intracellulaires a 48 h post-infection pouvant atteindre 72 fois le nombre de bactéries
internalisées a 1 h. De plus, la souche LF82 est capable de résister a I'activité bactéricide des
cellules macrophagiques J774-Al pendant au moins 5 jours (Géasder2001). Cependant,
une étude faite sur des monocytes isolés de patients atteints de la MC avec un polymorphisme
NOD2 montre une association de ce polymorphisme avec une diminution de la réponse
inflammatoire précoce, sécrétion de cytokine IL-IB6 et IL-10, lors de I'infection avec la
souche AIEC LF82. Ce résultat suggére une réponse inflammatoire altérée aux bactéries chez
les patients atteint de la MC (Peetetsl., 2007).

Les clichés obtenus en microscopie électronique a transmission montrent que les bactéries
LF82 induisent la formation d’une large vacuole a 24 h post-infection, par fusion de vacuoles
précoces tout en préservant l'intégrité de la cellule (igure 18). Aucune bactérie libre
dans le cytoplasme n’a été observée. La détermination du taux de lactate déshydrogénase
(enzyme cytoplasmique), un marquage par de l'annexine ainsi que l'analyse de la
fragmentation de ’'ADN montrent que, contrairemerghagella sppou Salmonella spp., la
souche LF82 n’induit aucune mort cellulaire des macrophages infectés, par apoptose ou par
nécrose. Les macrophages infectés par la souche LF82 sécretent des taux élevéside TNF-
(Glasseret al., 2001).

L’'analyse du trafic intracellulaire des phagosomes contenant les bactéries LF82 en
macrophages a montré que ceux-ci transitent normalement le long de la voie endocytaire
(Bringer et al., 2006). En effet, contrairement a de nombreuses bactéries pathogenes qui
échappent a la maturation phagosomale normale ou qui infiltrent la voie de l'autophagie
(Dorn et al., 2002; Meresset al., 1999), les bactéries LF82 sont internalisées dans des
phagosomes qui évoluent vers un compartiment de type phagolysosomal acide et contenant de

la cathepsine D active. Les mécanismes par lesquels les bactéries LF82 résistent a I'activité
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Figure 19 : Autophagie et contréle de bactéries intracellulaires.

A. L'autophagie contribue a 'immunité innée en dégradant des bactéries soit cytoplasmiques soit
intra-phagosomales qui sont capables de résister a la dégradation par le trafic endBcidaie.
altération du mécanisme de l'autophagie chez des patients génétiquement prédisposés, avec
mutation ATG16 L1*300A et/ou délétion en amont du géne IRGM, conduit & un défaut de prise en
charge des bactéries intracellulaires AIEC, favorisant ainsi leur persigiagges Glasseet

al., 2009).



hydrolytique de la cathepsine D sont encore inconnus. La neutralisation du pH intravacuolaire
des phagosomes contenant les bactéries LF82 avec des agents lysosomotropiques
alcalinisants, tels que la chloroquine ou le chlorure d’ammonium, inhibe la réplication
intracellulaire des bactéries, indiquant que le pH vacuolaire acide constitue un signal clé
impliqué dans la régulation de genes de virulence nécessaires a la survie/multiplication des
bactéries LF82 en macrophages (Bringeal., 2006).

2.3.2. Survie et multiplication en cellules épithéliales

L’hypothése infectieuse est renforcée par les études de génétiqgue humaine avec
I'identification de variants des génA3G16L1 elRGM qui met en évidence I'importance de
'autophagie dans la MC (voir paragraphe 1. 2.3). La colonisation iléale par des souches AIEC
et I'association a la MC des polymorphismes ATG16L1 et IRGM suggerent qu’une altération
de l'autophagie pourrait jouer un réle important dans I'immunopathogenése de la MC. En
modele de fibroblastes murins déficients pour l'autophagie, la souche de référence AIEC
LF82 se multiplie plus intensément que dans des fibroblastes normaux. Ce comportement
intracellulaire n’est pas retrouvé pour les souchEs cblicommensaux ou entéropathogenes,
semblant indiquer une prise en charge spécifique de souches AIEC par l'autophagie. Par
ailleurs ce processus cellulaire est induit par les cellules en réponses a l'infection et une partie
des bactéries internalisées sont retrouvées dans des autophagosomes ou leur multiplication est
contrblée. Une extinction de I'expression des gehE&16L1 eiRGM permet a la souche
AIEC LF82 une réplication intracellulaire importar(ieigure 19). Ces données suggerent
gu’un dysfonctionnement de I'autophagie chez des patients serait favorable a la persistance de
bactéries AIEC pouvant conduire a une réponse immunitaire exacerbée caractéristique de la

pathologie (Lapaquetiet al. 2010).

2.4. Souches de E. coladhérentes et invasives associées a la MC et formation de

granulomes

La présence de granulomes épithélioides constitue I'une des caractéristiques histologiques
de la MC. Plusieurs études viennent appuyer I'hypothése de I'implicati@h deli dans la
formation des granulomes. En effet, des antigenes et de 'ADK. deli ont été retrouvés
dans les granulomes de patients atteints de MC (Cartun et al., 1993; Liu et al., 1995; Ryan et
al.,, 2004a) et il a de plus été mis en évidence la présence systématidecdk ou

d'antigenes de E. colidans les granulomes des chiens Boxer atteints de colites
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Figure 20 : Cliché de microscopie électronique a balayage d'une structure granulomateuse
induite in vitro par la souche AIEC LF82.

Les agrégats contiennent a la fois des lymphocytes (indiqués par la fleche) et des macrophages
(d’aprés Meconét al., 2007).



granulomateuses (Van Kruiningen et al., 2005). Ces souchds. @®li ont la capacité
d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales en culture et la capacité de survivre et de se
multiplier dans les macrophages de fagon similaire aux souchesabdi associées a la MC
(Simpson et al., 2006).

Récemment, il a été montré que la souche LF82 induisait la formation de graniiomes
vitro (Meconiet al., 2007). En effet, les bactéries LF82 sont capables d’'induire I'agrégation
de macrophages humains infectés puis le recrutement de lymphocytes « circulants » et la
formation de cellules géantes multinucléées au sein de ces agrégats. Les agrégats ainsi formés
ressemblent fortement aux granulomes associés a la MC, dont la plupart sont constitués de
macrophages, de lymphocytes et de cellules géantes multinu(iégie® 20). Des extraits
totaux de bactéries LF82 seuls sont également capables d'induire la formation de ces
granulomes, alors que ni des souches vivantds delinon pathogenes ni des extraits totaux
de ces souches n’induisent la formation d’agrégats, indiquant donc la présence chez la souche

LF82 d’antigenes spécifiques impliqués dans la formation des granulomes.

2.5. Définition du pathovar AIEC et prévalence

Les différentes caractéristiques des soucheg&.deoli associé a la MC ont permis de
définir un nouveau pathovar dénommeé AIEC pour Adherent-Invasiveli (Boudeau et al.,

1999). Les critéres d’inclusion dans ce groupe sont définis sur la base de leurs caractéristiques
pathogéniques: (i) capacité a adhérer et envahir les cellules épithéliales intestinales selon un
processus dépendant du recrutement des microtubules et des microfilaments, (ii) capacité a
survivre et se multiplier fortement au sein de larges vacuoles dans les macrophages sans
induire de mort cellulaire et (iii) capacité a induire la libération de taux élevés dex TdF-

les macrophages infectés.

Une étude de la prévalence des souches AIEC associées a la muqueuse intestinale des
patients atteints de MC a indiqué que des souches AIEC sont retrouvées au niveau de la
portion néoterminale de I'iléon chez 36,4% des patients atteints de MC contre seulement 6,2%
chez les contréles (Darfeuille-Michaud et al., 2004). De plus, plusieurs études indépendantes
ont rapporté la présence de souchek.deoliadhérentes et invasives associées a la muqueuse
intestinale chez les patients atteints de MC (Baunegaat., 2007; Contet al., 2006; Eaves-
Pyleset al., 2007; Kotlowsket al., 2007; Martin et al., 2004; Martinez-Mediegal., 2009a;
Sasakiet al., 2007). L'ensemble de ces éléments est en faveur d'un réle inducteur et

amplificateur des AIEC dans la MC.
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Figure 21 : Schéma de I'évolution bactérienne par acquisition ou perte d’information

génétique.

L’évolution du génome bactérien peut avoir plusieurs origines non exclusives: la perte d’éléments
génétiques, l'acquisition de génes par transferts horizontaux a partir d’flots génomiques, de
plasmides ou encore de bactériophages et par mutations ponctuelles ou réarrangements

chromosomiquegd’aprés Dobrindet al., 2004).



lll. E. coli : organisation du génome et virulence
l1l.1. Evolution de I'especeE. coli

L’organisation chromosomique entre les bactéries proches est globalement conservée
mais il existe une grande variabilité génomique entre des bactéries d'une méme espece ou
d’'un méme genre. Toutes les bactéries sont capables d’évoluer par modification (gain ou
perte) de matériel génétique, causée par des recombinaisons génétiques ou des mutations, et
de transmettre ces modifications verticalement aux générations suivantes. Quelques bactéries
peuvent eégalement acquérir des informations génétiques par trois mécanismes distincts : la
transformation qui est un transfert de plasmide, la transduction impliquant un bactériophage,
et la conjugaison grace aux pili sexuels. Cette acquisition de genes, provenant d’'une autre
bactérie ou de I'environnement, est appelée transfert horizontal de génes. Ainsi, le
chromosome des bactéries est constitué de deux groupes de genes différents : le squelette

génomique (« backbone » ou « core genome ») et les génes flexibles acquis.

1.1.Le squelette génomique de I'espéce

L’analyse comparative des différents génomes disponibles a ce jour confirme une
variabilité de taille des génomes au sein de l'espécecoli. La plupart des souches
pathogenes possedent des génomes de plus grande taille par rapport a ceux des souches
commensales. Le génome de la souch&deoli K-12 séquencée en 1997 est constitué de
4,7x16 paires de bases (4 200 protéines codées). Certains génes sont communs a toutes les
souches dée. coli et définissent le squelette génomique qui théoriquement comprend tous les
génes communs a toutes les souches de cette méme espéce et codent des fonctions essentielles
a leur physiologie (Welch et al., 2002). L'analyse de ces genes permet d’étudier les relations
géneétiques entre espéces. Cependant le nombre de genes constituant ce squelette dépend

principalement du nombre et de la diversité des organismes comparés.

1.2.Les génes flexibles
1.2.1. Les systemes de transferts génétiques
Différents processus sont connus pour participer a la variation géniqué&.cbelz : la
perte d’information génique par délétion, les mutations spontanées et lintervention de

systemes de transferts horizontaux de matériel génétique (Figure 21).

+ Les bactériophagegou phages) sont des virus infectant les bactéries et participant

aux transferts horizontaux de genes entre populations bactériennes par un mécanisme appelé
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transduction. Les bactériophages persistent dans le monde bactérien sous deux états distincts :
en tant que phage virulent (qui se répligue dans une cellule bactérienne réceptive) ou sous
forme lysogéne (inséré dans le génome sous la forme d'un prophage, il devient partie
intégrante du génome de I'h6te). Ainsi les bactéries peuvent acquérir de nouveaux éléments
géneétiques et lorsque ils codent des facteurs de virulence, la bactérie infectée voit son pouvoir
pathogéne augmenté : c’est le phénomene de « conversion lysogénique ». Un exemple bien
connu est celui des génes des toxines StEdesli entérohémorragiques (EHEC). Ces génes

stx sont localisés dans des séquences de bactériophages de type lambda intégrés dans le
chromosome. En général, les génome&deoli se caractérisent par un contenu variable en
éléments phagiques : la souche K-12 MG1655 présente 11 prophages. Les bactériophages
lysogenes sont souvent intégrés dans le chromosome au niveau de loci codant des ARN de
transfert (ARNt). De plus, la recombinaison homologue entre les séquences de phages
cryptigues en différentes régions du chromosome serait a l'origine d’'une évolution
permanente de ce génome. Ces observations indiquent clairement que les bactériophages
jouent un réle prépondérant dans la diversification des souches.

+ Les plasmidesdésignent des molécules d’ADN bactérien circulaires distinctes de
I'ADN chromosomique, capables de se répliquer de fagcon autonome et qui sont non essentiels
a la survie de la bactérie. Ces molécules d’ADN peuvent aisément étre transmises de maniéere
horizontale entre bactéries par un mécanisme appelé conjugaison, constituant ainsi des
eléments particulierement dynamiques dans la plasticité des génomes. Cependant, il existe des
plasmides non conjugatifs pouvant étre transférés lors d’événements de conjugaison
impliquant d’autres plasmides conjugatifs. Environ 300 plasmides différents ont été décrits
dans I'espécé&. coliet peuvent porter des genes impliqués dans diverses fonctions comme la
production de colicines, I'utilisation de sucres, la résistance aux antibiotiques et aux métaux

lourds mais aussi des génes associés a la virulence.

+ Les éléments transposablesnt été découvertau début des années 50 par Barbara
McClintock qui a recu le Prix Nobel de médecine en 1983. lls comprennent les « ségquences
d’insertion » (IS), les transposons composites et non composites ; ceux-ci permettent un
transfert de matériel génétique entre deux régions d’ADN (chromosomiques ou plasmidiques)
par un mécanisme appelé transposition. La transposition fait intervenir des recombinases

permettant I'intégration d’ADN au niveau de sites spécifiques ou non.
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Les éléments transposables les plus simples som® lgsi codent une recombinase
appelée transposase permettant leur propre mobilité. Ce géne est encadré par une séquence de
nucléotides inversement répét@e/érse repea)squi marque les extrémités de I'lS permettant
sa reconnaissance. La transposition est spécifique car les IS s'intégrent dans un site composé
de deux séquences directement répétf@aect repeaty spécifigues a sa transposase.
L’intégration d’un IS peut moduler I'expression génique et ainsi avoir un impact direct sur les
caractéres phénotypiques d’'une souche.

Les IS peuvent également jouer un réle important dans le mouvement de genes par
transferts horizontaux en s’associant par deux et en formant aitrsingposon composite
Seule une des deux IS code alors pour une transposase, I'autre codant pour un régulateur de
transposition. Il faut noter que, dans la souche K-12 de référence MG1655, 25 des 39 IS sont
associées avec des seéquences d’ADN acquises horizontalement (Lawrence and Ochman,
1998).

De plus, il existe aussi démnsposons non compositesaractérisés par la présence de
séquences répétées inversées et I'absence d'IS aux extrémités. Les transposons peuvent
intervenir dans le mouvement d’ADN acquis depuis des éléments extra-chromosomiques,
comme des plasmides ou des phages, vers le chromosome. Un exemple caractéristique est le
Tn21, présent chek. coli et d’autres entérobactéries, qui permet le transfert de nombreux
géenes de résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds (lgebert1999).

+ Les intégronssont des éléments génétiques immobiles mais capables de capturer des
géenes dits « genes cassettes » par recombinaison site-spécifique et d’en assurer I'expression
grace a une région promotrice. Les intégrons sont constitués d’'une région 5’ comprenant un
geneintl qui code une intégrase et dont le polymorphisme définit le type d’intégron, ainsi
gu'un promoteur et un site d'attachemaitil. La région 3' difféere selon les intégrons et
correspond a la « cassette ». Celle-ci est constituée d'un gene (souvent un géne de résistance
aux antibiotiques) et d'un site spécifique de recombinam@. L'intégrase catalyse
préférentiellement la réaction de recombinaiatth X attC qui aboutit a l'intégration de la
cassette au sein de l'intégron, mais elle est aussi capable de catalyser uneatéactiattC
qui aboutit a I'excision de la cassette hors de l'intégron. Les intégrons constituent donc un
systeme de capture et d'expression de génes et jouent un réle important dans l'acquisition et la
dissémination des génes, notamment des genes de résistance aux antibiotiques. L'intégration

de plusieurs cassettes et leur mouvement au sein d'un méme intégron permet la constitution de
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Figure 22 : Caractéristiques générales d’'un ilot génomique.

Les 1lots génomiques sont acquis par transferts horizontaux et généralement intégrés dans le
squelette génomique bactérien au niveau des génes codant les ARN de transfert. Ces ilots sont
bordés par des structures en répétition directes (DR) et comprennent différents genes, notamment
des séquences d'insertion (IS) et des genes codant des intégrases (int) impliqués dans leur mobilité
(d’aprés Dobrindtt al., 2004).
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Figure 23 : Localisation des flots de pathogénicité (PAI) sur le chromosome de la souche
UPEC 536. Représentation basée sur la comparaison des génomes des souchds deli

UPEC 536 et K-12 MG1655.

Les six PAI de la souche UPEC 536 sont représenté a leur site d’insertion chromosomique au
niveau des genes codant les ARN de trandibrtgénes codant 'hemolysit ; sfa: génes codant

les pili S;iro: génes codant un systéme de captation du fer (salmochgiitiejenes codant le
systeme de captation du fer yersiniabactkms géenes codant le mise en place de la capsule
(d’aprés Hackeet al., 2004).



véritables mosaiques génétiques conférant aux bactéries des capacités rapides d'adaptation a

des conditions hostiles.

+ Les ilots génomiques sont acquis a la faveur d'une transformation, d'une transduction
ou d'une conjugaison et sont intégrés de maniere plus ou moins stable dans ’'ADN bactérien.
Il s’agit de zones possédant des caractéristiques différentes du reste du ¢Eigomee
22) (Dobrindtet al., 2004):

- Région génomique de grande taille (entre 10 et 200 kilobases).

- GC% pouvant étre différent. Ceci atteste d’'une origine exogene et facilite leur
identification.

- Sites spécifiques d’intégration, fréquemment situés dans des régions qui codent pour
les ARN de transfert.

- Bornés par des séquences répétées directes de 9 a 136 pb créées par recombinaison lors
de lintégration de I'Mlot. Il faut noter que certains flots ont perdu les éléments ayant permis
leur intégration, ainsi ils ne sont plus capables d’étre transférés ce qui explique leur spécificité
au sein de certains pathovars.

- Présence de genes de mobilité fonctionnels ou le plus souvent cryptiques tels que IS,
transposons et intégrons. Ainsi les flots peuvent provoquer divers réarrangements

moléculaires par recombinaison et augmenter leur diversité.

Certains ilots génomiques ne codent pour aucun phénotype connu, mais la plupart
d'entre eux codent pour des voies métaboliques ou des facteurs de pathogénicité et sont alors
nommeés « ilots de pathogénicité » ou PAI (Hadakeal., 2004). Les premiers PAIs mis en
evidence et caractérisés sont les six PAIs retrouvés dans la souEheaeuropathogéne
536 (Figure 23) qui codent d'importants facteurs de virulence comme I'hémolysiles pili
P, les pili S, un systéme de captation du fer ou lI'antigene de capsule (Dadtrimdt 2004).

Les PAIs peuvent aussi porter tous les genes nécessaires a la mise en place d’'un systeme de
sécrétion comme le systeme de sécrétion de type Il chez les souchBs cdi
entérohémorragiques 0O157:H7 (Kirsch et al., 2004) et le systeme de sécrétion de type VI chez
les souches dE. coli entéroagrégatives et aviaires (Duddewl., 2006; Shalorat al., 2007).

Cependant, chei. coliune étude comparative de plusieurs génomes montre qu'il existe
des points d’insertion des ilots génomiques que les points d’insertion des ilots génomiques
sont variables mais souvent situés au niveau des genes d’ARNt ou d’intégrase. De plus, il

semble que ces régions génomiques variables soient constituées de MODULES et dont la

46






présence ne semble pas associée a I'appartenance a un phylotype donné ni méme au caractere

pathogéne des souches (Touchon et al., 2009).

1.2.2. Systemes de défense des bactéries contre les transferts horizontaux de
genes
Seule une minuscule fraction des génes obtenus par transferts horizontaux confere un
avantage sélectif immédiat a la souche. Ainsi, les bactéries ont développé des mécanismes de
protection contre ces transferts comme les endonucléases de restriction mais aussi des

systemes beaucoup plus évolués comme les systémes d’exclusion ou le systéme CRISPR.

i. Systemes d’exclusion

Il s’agit de mécanismes visant a limiter l'initiation de la conjugaison et la synthese du
pilus entre deux donneurs afin de limiter les dépenses d’énergie inutiles a la bactérie.

Le premier systeme est I'exclusion de surfatia plasmide, présent dans une bactérie,
code des lipoprotéines de la membrane externe TraT. Ces protéines sont semblables aux
protéines OmpA qui servent d’encrage au pilus lors de [linitiation de la conjugaison. La
différence est que leur affinité pour le pilus est supérieure a celle d’OmpA. La fixation du
pilus & TraT bloque ainsi la conjugaison.

Le deuxieme systeme es#Xtlusion d'entrée Dans ce mécanisme, une protéine de la
membrane interne TraS bloque le passage des signaux envoyés par la bactérie donneuse
(signal de mobilisation) aprés l'agrégation avec une bactérie donneuse. Ces signaux sont

nécessaires au bon déroulement de la conjugaison et leur blocage arréte la conjugaison.

ii. CRISPRs

Les CRISPRs (Clustered, Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) constituent
une famille particuliére d'éléments génétiques retrouvés dans de nombreux génomes de
procaryotes (la moitié des bactéries et presque toutes les archées). Des études récentes
suggerent que ces structures représentent un systéme de défense contre les transferts
horizontaux d’ADN, notamment la conjugaison et la transduction, fonctionnant grace a un
mécanisme d'interférence ARN analogue a celui des eucaryotes (Pour revue : Horvath and
Barrangou, 2010 ; Marraffini and Sontheimer, 2010). Les CRISPRs consistent en une
succession de régions tres conservées et répétées dont la taille varie de 23 a 47 pb, séparées
par des séquences uniques d'une taille similaire. Elles présentent en général des homologies

avec des séquences d’ADN plasmidique ou phagique précédemment rencontrées par le
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Figure 24 : Mécanisme d’action du systeme CRISPR/Cas.

A. Immunisation : aprés entrée de I'ADN étranger plasmidique ou phagique dans la bactérie,
'ADN est pris en charge par un complexe de protéines Cas et intégré entre deux séquences
répétées juste apres la séquebeader du locus CRISPRB. Immunité : le locus CRISPR est
transcrit en un pré-crARN puis maturé en crARN. Ces petits ARN servent de guide au complexe de
protéines Cas pour interférer avec les séquences ADN correspondantes susceptibles de se ré-insérer
dans la bactérie. Triangles : séquences répétées; Rectangles : guides; L : séqdent@'apres

Horvath et Barrango2010).



microorganisme hote représentant les cibles du systeme qui peuvent étre étendues. Le
mécanisme d’action n’est pas totalement connu, mais les séquences CRISPR sont souvent
associées a des genes appekspour « CRISPR associated sequences ». Les gases
codent pour des protéines tres variées portant des domaines fonctionnels tels que des
nucléases, des hélicases, des polymérases et des polynucleotides-binding protéines. Lorsqu’un
ADN étranger (plasmide, ADN phagique...) entre dans le microorganisme hoéte, il serait pris
en charge par un complexe de protéines Cas. Le clivage de cet ADN génere un fragment qui
constitue une nouvelle signature et s’integre en aval de la séquence Leader (promoteur de
transcription). Cette étape correspond en quelque sorte a 'immunigbigure 24). Le
CRISPR est ensuite transcrit par le microorganisme en pré-crARN pris en charge par des
protéines Cas pour étre clivé en petits ARN CRISPR contenant une seule signature : crARN.
Ces petits ARN serviraient de guide a la machinerie Cas pour éliminer spécifiquement les
ADN étrangers correspondants, conférant ainsi une certaine immunité aux microorganismes
(Figure 24).

Le systeme d'interférence CRISPR constitue donc en quelque sorte un systeme
d'immunité adaptative qui peut étre reprogrammé, reflétant ainsi une certaine « mémoire
géneétique ». Il faut noter que GRISPR présente aussi un polymorphisme entre différentes
souches de la méme espeéce, ce qui en fait un marqueur génétique intéressant pour des
analyses comparatives de souches bactériennes tres proches et pour des études

phylogénétiques.

l11.2. Classification de I'especeE. coli

Historiquement I'espécé&. coli, faisant partie de la famille d&nterobacteriaceaea
été déterminée a partir de caracteres phénotypiques, biochimiques et physiologiques.
Aujourd’hui ce sont des techniques basées sur I'utilisation de ’ADN qui permettent une étude

génétique des populations et la caractérisation des différentes souéheolie

2.1. Tests moléculaires et phylogénie de I'espéce

Depuis la fin des années 90 et l'utilisation des automates permettant le développement
du séquencage des genkstechnique MLST (Multilocus sequence typing) est reconnue
comme la plus puissante pour I'étude génétique des populations (Enright and Spratt, 1999).
Elle mesure directement la variation de la séquence ADN dans un groupe de génes dits
« genes de ménage », connus pour avoir subi peu de recombinaison, caractérisant ainsi les

souches par un profil allélique unique. La technique MLST est basée sur le principe de la
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Figure 25 : Arbre phylogénétique du groupe E. coli

Etude réalisée avec ClonalFrame et basée sur 'analyse de la séquence de 8 génes exprimés soit 4
095 nucléotides. Cercles : 161 souches de Eismlés de patients; Carrés: 67 soucheE.dmli de

la collection ECOR; Triangles: 7 souches de référenc&.depli totalement séquencées. Les
symboles colorés ont été testé par PCR-triplex afin de vérifier le groupe phylogénétique (rouge: B2;
vert: B1; jaune: D et bleu: Ad’aprés Jauregust al., 2008).
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Figure 26 : Dichotomie permettant de déterminer le groupe phylogénétique de souchesHEle
coli par amplification génique (PCR)(d’apres Clermongt al., 2000).



techniqgueMLEE (Multilocus enzyme electrophoresis) qui consiste a analyser des variations
de mobilité électrophorétique de certaines enzymes bactériennes (isoenzymes). La technique
MLEE peut étre considérée comme une méthode génotypique car les variations de mobilité
sont dues a des differences dans la séquence en acides aminés de I'enzyme qui refletent des
différences dans la séquence nucléotidique du géne correspondant. Pour la technique MLST,
les algorithmes des logiciels de génétique des populations effectuent un regroupement, ou
« clustering », des souches en fonction de la « séquence type » déduite des différents alléles.
Les informations apportées par la techniqgue MLST sont d'autant plus précises que les
collections de souches de I'espé&tecoli sont riches. La collection modele ECOR, établie par
Ochman et Selander en 1984, comporte 72 souches (Ochman and Selander, 1984).
Dans I'especd. coli, différentes études faisant appel a la technique MLST montrent
la présence de quatre groupes phylogénétiques majeurs A, B1, B2 et D (précédemment décrits
par MLEE), ainsi que trois groupes mineurs nommes C, E et F. Lecointre et coll. ont pour la
premiere fois en 1998, grace a cette technique, raciné I'artite a#i par comparaison avec
un groupe extern8almonella entericélLecointreet al., 1998). Cette étude a permis aussi de
définir le groupe B2 comme le plus ancien des groupes phylogénétiqueg&.cbelz Des
études par la technique MLST, menées par Jaureguy et coll. chez 67 souches de la collection
ECOR et 161 isolats de bactériémies, ont permis de confirmer I'existence des quatre groupes
phylogénétiques majeurs et de montrer que les groupe B1 et A sont proches, avec un caractere
biphylétique du groupe gAFigure 25) (Jauregut al., 2008). De plus, le groupe D est séparé
en deux sous-groupes ; et le sous-groupe habituellement associé au groupe B2 est nommé F.
Une technique d’amplification par PCR de trois fragments d’ARNUA, yjA et
TSPE4.C2),PCR triplex, a été mise au point afin de déterminer plus simplement
'appartenance de certains isolats aux quatre groupes phylogénétiques majeurs (B2, D, Bl et
A) (Figure 26) (Clermontet al., 2000). Cette méthode simple a montré une bonne corrélation

avec la technique MLST méme si elle est moins précise (Gordon et al., 2008).

Les processus évolutifs ont conduit a faireEdeoli une espece bactérienne hautement
versatile capable de coloniser, de se multiplier dans divers environnements (tractus urinaire,
intestinal...) et d'y produire des dommages en interférant avec une grande variété de
fonctions de I'héte. Ainsi les modes de vie et les propriétés physiologiques variées des
souches dé. coli sont le reflet de leur grande diversité au niveau génétique, qui est elle-

méme dépendante de voies de régulation complexes.
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Figure 27 : Différents groupes de Escherichia colpathogénes.

E. coli entéropathogéne (EPEQ, coli entérotoxinogéne (ETEC) & coli a adhésion diffuse
(DAEC) colonisent l'intestin et sont a I'origine de diarrhées, alorsEjuweli entérohémorragique
(EHEC) etE. cali entéroinvasif (EIEC) colonisent plutét le coldh;coli entéroaggrégatif (EAEC)

peut coloniser les deuk. coli uropathogene (UPEC) colonise le tractus urinaire jusqu’a la vessie

et est a l'origine de cystites. En fonction des facteurs de virulence hébergés par les souches, les
UPEC peuvent remonter jusqu’aux reins et entrainer une pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme
lesE. coli a I'origine de méningites néonatales (NMEC) peuvent entrainer une sept{cCEajiees

Croxen et Finlay, 2010).

Exfoliation

o cellulaire
Bactéries

filamenteuses

HSC

{ /) % = Reins

Invasion Efflux

Infiltration de
PMN

o3 B}
inte grm Dommages nflammation,
tissulaires ~ apoptose et

Invasion et apoptose exfoliation

@ . \/’_

0{3]31 Flbres

d’actine

b

- - -

Figure 28 : Mécanisme de pathogénicité des E. calropathogeénes.

Les UPEC adhérent aux cellules uroépithélialedes pili de type 1 reconnaissant les récepteurs
uroplakin la et llla; cette liaison active une voie de signalisation inconnue qui permet l'invasion et
I'apoptose. La liaison des pili de type 1 aux intégrim@B1 permet la formation d’'une communauté
bactérienne intracellulaire (IBC). L’hémolysine A (HIyA) est une toxine qui peut inhiber
l'activation de la protéine Akt et entraine I'apoptose et I'exfoliation des cellules ouvrant une
nouvelle porte dentrée aux UPEC. PMN: polymorphonuclear leukocyte; Sat: secreted
autotransporter toxi(d’aprés Croxen et Finlay, 2010).
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2.2. Diversité des souches et pathogénicité

E. coli est une espece naturellement présente dans le tractus intestinal qui interagit
avec son hote dans une relation mutualiste, on parle alors de souches commensales.
Cependant, chez un héte immunodéprimé, ou lorsque la barriere intestinale est lésée, elles
peuvent étre a l'origine d’infections. De plus, certaines souches ont la capacité d’induire une
large diversité de pathologies chez 'homme ou I'animal du fait de I'expression de facteurs de
virulence spécifiques. LeEk. coli pathogénes peuvent ainsi étre séparés en deux grands
groupes en fonction du type d’infection dont ils sont a l'origiRgure 27). Le premier
groupe, nommé EXPEC pod. coli pathogénes extra-intestinaux, comprend les souches a
I'origine d’infections du tractus urinaire (Uropathogegiccoliou UPEC), de méningites et
de septicémies (neonatal meningkiscoliou NMEC) et le pathovar animal aviaire (APEC).
Le deuxieme group&. coli pathogenes intestinaux (IntEC) est a l'origine de syndromes
diarrhéiques et comprend six groupes pathogenes ou pathovars. Il s’agi. dedi
entérotoxinogenes (ETEC), dek. coli entérohémorragiques (EHEC), dds. coli
entéroagrégatifs (EAEC), d&s colia adhésion diffuse (DAEC), dés coli entéropathogénes
(EPEC) et de&. coli entéroinvasifs (EIEC)Pour revues Croxen and Finlay, 2010 ; Guignot
and Servin, 2006; Kapat al., 2004). De nouveaux pathovars sont fréquemment proposeés et

un des plus étudié est le pathovar AIEC pour adherent-invBesiv@i associé a la MC.

2.2.1. E. colipathogenes extra-intestinaux (EXPEC)

4+ Les UPEC sont responsables de la majorité (90 %) des infections survenant au
niveau du tractus urinaire (cystites, pyélonéphrites). Leur pouvoir pathogéne est caractérisé
par de nombreux facteurs de virulence principalement codés par des genes se trouvant dans
des PAls. Ces facteurs de virulence codent des systemes de captation du fer, des adhésines,
les antigénes de capsules et des toxines sécré&téasxg 1). La colonisation du tractus
urinaire fait intervenir I'adhésion des bactéries aux cellules uro-épithéliales grace a
l'interaction des pili de type 1 portant 'adhésine FimH avec différents récepteurs comme les
uroplakines | et llla ou les intégrines; et B1 (Figure 28). Cette interaction conduit a
l'internalisation des bactéries dans les cellules hotes ou elles forment une communauté
bactérienne intracellulaire (IBC). L'ascension des bactéries aux reins se fait grace a une
régulation fine entre I'expression des flagelles et des pili de type 1 (kmaé, 2007).
Plusieurs génomes UPEC ont été séquencés et on y retrouve les géenes codant plus de dix
types de fimbriae différents. Cette analyse a permis d’introduire la notion : « Home is where

your pili stick » (Wileset al., 2008). Les génomes des souches de référence 536, CFT073 et
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Figure 29 : Mécanisme de pathogénicité des E. cdil’'origine de méningites néonatales.

Les NMEC sont protégés du systeme immunitaire de I'h6te par une capsule de type K1. L’invasion
des macrophages conduit a une niche de réplication pour les bactéries qui pourront par la suite
traverser la barriere hémato-méningée afin d’atteindre le systéeme nerveux central. Les mécanismes
d’'adhésion et d’'invasion des NMEC fait intervenir les pili de type 1 et la protéine OmpA qui
reconnaissent respectivement les récepteurs CD48 et Gp96. L’invasion met en jeu CNF1 (cytotoxic

necrotizing factor 1) liant le récepteur laminine de 67 kDa (67(dRaprés Croxen et Finlay,
2010)
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Figure 30 : Mécanisme de pathogénicité des E. ca@ntérotoxinogéenes

Les ETEC adhérent aux entérocyteslemfacteurs de colonisation (CF) et une adhésine localisée a
'extrémité du flagelle EtpA. Ensuite, une adhésion plus étroite fait intervenir les protéines Tia et
TibA. Deux toxines, une thermolabile (LT) et I'autre thermostable (ST), sont sécrétées et entrainent
des diarrhées du fait de l'activation du transporteur CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator). @s stimulatory guanylyl-nucleotide-binding (G) proteia -subunit;

PKA,:protein kinase A(d’'aprés Croxen et Finlay, 2010).



UTI89, de groupe phylogénétique B2, ont été séquencés (Hoehalit 2006; Welch et al.,
2002).

4+ Les NMEC sont responsables de 80 % des cas de meéningites néondtales.
processus infectieux se fait en plusieurs étapes qui vont de la colonisation et I'invasion des
mugqueuses jusqu'a la traversée de la barriere hémato-méfiigese 29). Les bactéries
utilisent les pili de type 1 et les fimbriae S pour reconnaitre le récepteur CD48 a la surface
luminale de I'endothélium cérébral. Par la suite, la protéine OmpA se lie a la glycoprotéine
Gp96 pour induire l'internalisation des bactéries (Hueingl., 2000; Prasadarao et al., 1999).
Le génome de la souche de référence S88, de groupe phylogénétique B2, contient d’autre
facteurs de virulence mais leur role est mal comnéxe 1) (Touchon et al., 2009).

4+ Les APECont été isolés de cas de colibacillose aviaire et sont responsables de pertes
économiques importantes dans les élevages avi@iiérents facteurs de virulence, déja
identifiés chez d’autreE. coli pathogenes, sont retrouvés chez les ARAthexe 1)(Dziva
and Stevens, 2008). Cependant, ces facteurs ne sont pas représentatifs de tout le pathovar
APEC, ce qui suggere différents mécanismes de pathogénicité. Le génome de la souche de
référence APEC _01, de groupe phylogénétique B2, a été séquencé (Johnson et al., 2007), ce
qui permettra d’accélérer I'identification de facteurs de virulence.

2.2.2. E. colipathogenes intestinaux (IntEC) (Annexe 1)

4+ Les ETEC sontresponsables de diarrhées du voyageur et de diarrhées infantiles
agueuses pouvant étre fatales. Les ETEC adhérent aux cellules épithéliales intestinales grace
aux facteurs CFA (Colonization Factor Antigen), a I'adhésine sécrétée EtpA qui se lie de
facon transitoire a I'extrémité des flagelles (Raiyal., 2009), et aux protéines de membrane
externe Tia et TibA(Figure 30). De plus, les ETEC sécrétent deux entérotoxines,
entérotoxines thermolabile (LT) et thermostable (ST), et les genes codant ces toxines sont
généralement situés sur un plasmide. La toxine LT est trés similaire en fonction et en structure
a la toxine cholérique. Il existe différents variants : LT-I associée a des maladies humaines et
LT-1l a des maladies animales. La toxine LT de structure &Rec la sous-unité A toxique et
cing sous unités B, permet I'adhésion des bactéries aux entérocytes via les gangliosides de
surface GM1 et GD1b. La sous unité A active I'adénylate cyclase et induit 'augmentation de
la sécrétion d’'ions chlorure. La toxine ST correspond a un peptide de petite taille avec deux

variants : STa (humaine) et STb (animale). La liaison de STa sur un récepteur a activité
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Figure 31 Mécanisme de pathogénicité dess. coli entéropathogenes (EPEC) et

entérohémorragiques (EHEC).

EPEC et EHEC sont des pathogenes responsables de liaisons d’attachement-effacement (A/E) a la
surface des entérocytes et entrainant la formation de piédestal. Des effecteurs sécrétés par le
systéme de sécrétion de type Il peuvent modifier l'activité des pompé&dHClet Na/H-,
déocaliser des aquaporines et inhiber le co-transporteur sodium-D-glucose 1 (SGLT1).

Les EPEC adhérent aux entérocytem les BFP (bundle-forming pili) formant des microcolonies
(adhésion localisée (LA)). Ensuite, la liaison entre le récepteur Tir transloqué et I'intimine permet
une adhésion plus intime. Tir est phosphorylé par une thréonine kinase de I'hété& edcFite

Nck, qui active N-WASP (neural Wiskott—Aldrich syndrome protein) et le complexe protéique
associé a l'actine 2/3 (ARP2/3) afin de réarranger I'actine et former un piédestal.

LesEHEC adhérent aux entérocytes les ECP E. coli common pilus) et les HCP (haemorrhagic

coli pilus). Chez les EHEC, Tir n'est pas phosphorylé et il 'y a pas recrutement de Nck. Le
réarrangement d’actine nécessaire a la formation d’'un piédestal estidgia la protéine TccP

(Tir de couplage au cytosquelette ou EspFU), qui interagit avec Tir par l'intermédiaire d'une
protéine de I'héte (IRTKS: insulin receptor tyrosine kinase substrate ou BAIAP2L1). Ce complexe
se lie avec N-WASP pour activer ARP2/3. De plus, les EHEC produisent des Shiga-like toxines
(Stx ou vérotoxines) qui interagissent avec le récepteur Gb3 (globotriaosylcéramide) des cellules de
Paneth.

CDC42: cell division control protein 42; Cx43: connexin 43; Cif: cycle-inhibiting factor; Map:
mitochondrial-associated protein; NHE3: Na+-H+ exchanger 3; Espl ou NleA: non-LEE-encoded
effector A; SERT: serotonin transporter; TJ: jonctions seff@egprés Croxen et Finlay, 2010).



guanylate cyclase stimule I'activité de ce dernier et augmente ainsi la sécrétion d’électrolytes
au niveau intestinal. Le génome de la souche de référence E24377A, de groupe
phylogénétique B1, a été récemment séquencé (Rasko et al., 2008).

4+ Les EPEC ont été le premier pathovar décrit et représentent la cause majeure de
diarrhées fatales chez le nourrisson dans les pays en voie de développement. lls adhérent aux
cellules épithéliales intestinales grace aux BFP (Bundle-Forming Pilus ou pili de type 1V)
codés par des genes portés par le plasmide EAF (EPEC adherence(fFagtoe) 31). Ces
BFP permettent a la fois une adhésion bactérie-entérocyte et bactérie-bactérie formant ainsi
des microcolonies et une adhésion localisée (LA) qui détruit I'architecture des microvillosités
et induit des lésions d’'attachement-effacement caractéristiques. Suite a cette adhésion
précoce, il y a translocation d’effecteurs par le systeme de sécrétion de type Ill et notamment
du récepteur Tir (translocated intimin receptor) qui permettra une liaison intime via la
protéine de membrane externe intimine. Ce processus fait intervenir des protéines dont les
genes sont portés par un PAl nommé LEE (locus of enterocyte effacement), et conduit a la
perturbation du cytosquelette et a la formation d’'un piédestalEPELC induisent ainsi le
déclenchement d’une réponse inflammatoire au niveau de la muqueuse colique accompagnée
de diarrhées. Une étude récente montre que cette inflammation est le résultat de la
combinaison entre des protéines pro et anti-inflammatoires (Shetriedg 2006). En effet,
alors que des facteurs extracellulaires tels que les flagelles induisent la production de signaux
proinflammatoires, des protéines effectrices, telle que EspB sécrétée par le systeme de
sécrétion de type lll, atténuent cette réponse. Le génome de la souche de référence E2348/69,
de groupe phylogénétique B2, a été récemment séquencé @gathi2009).

4+ Les EHECsont responsables de symptdmes pouvant aller de la diarrhée simple a une
diarrhée sanglante et abondante. De plus,Ecesoli peuvent aussi induire un syndrome
hémolytique et urémique (SHU) qui se manifeste entre autres par une anémie hémolytique,
une thrombopénie et une insuffisance rénale aigué. Le principal réservoir est le tube digestif
des bovins; la contamination humaine se fait par l'intermédiaire d’eau, de lait cru et d'aliments
(viande mal cuite, hamburger) contaminés. Au Japon, en Amérique du Nord et en Europe les
épidémies sont généralement dues au sérotype O157:H7. Les EHEC sont capables d’interagir
avec les entérocytega deux type de fimbriae : les ECE. (coli common pilus) et les HCP
(haemorrhagicoli pilus) Figure 31). De plus, Les EHEC produisent des Shiga-like toxines

(Stx ou verotoxines) qui, par leurs interactions avec le récepteur Gb3 (globotriaosylceramide),
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Figure 32 : Mécanisme de pathogénicité des E. c@nteroinvasifs et Shigdla.

Shigella/EIEC accédent a la sous-muqueuse par les cellules microfold (M) et se multiplient en
macrophages pour ensuite aller envahir I'épithélium par le pb6le basolatéral. Ce procédé est
orchestré par des effecteurs sécrétés par le systeme de sécrétion de type lll. Une fois dans le
cytoplasme, d’'autres effecteurs sécrétés protegent les batéries du systéme immunitaires de I'héte et
permettent la dissémination bactérienne de cellule a cellule. ARP2/3: actin-related protein 2/3;
DOCK180: dedicator of cytokinesis protein 1; ELMO: engulfment and cell motilityBlx :

inhibitor of NF-x£ B subunit-; IL-8: interleukin-8; ILK: integrin-linked kinase; MAPK: mitogen-
activated protein kinase; Nk-B: nuclear factorx B; N-WASP: neural Wiskott—Aldrich syndrome
protein; PtdIins(5)P: phosphatidylinositol-5-phosphate; PtdIins(4,5)P2: phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate; TJ: jonctions serréd@pres Croxen et Finlay, 2010).
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Figure 33 : Mécanisme de pathogénicité des E. cantéroaggrégatifs

Les EAEC adhérent aux entérocytes les pili AAF (aggregative adherence fimbriae) en formant
un biofilm et stimulant la sécrétion d’'IL-8. Un plasmide code la toxine Pet qui est un
autotransporteur sérine protéase des Enterobacteriaceae (SPATE) aibléodrih qui agit sur le
cytosquelette et induit I'exfoliation cellulaifd’aprés Croxen et Finlay, 2010).



induisent I'apoptose des cellules épithéliales intestinales. Les bactéries se disséminent dans
'organisme via la circulation sanguine. Certaines souches EHEC possédent [ilot de
pathogénicité LEE et entrainent, comme les EPEC, la formation de lésions d’attachement-
effacement. Les souches ne possédant pas ce PAI sont agpEE@spour Shiga toxin-
producingE. coli et n'induisent généralement pas d’infections chez 'homme. Il semblerait
que les EPEC aient évolué en EHEC par I'acquisition d’un bactériophage contenant les genes
stx Les génomes des souches de référence 0O157:H7 EDL933, O157:H7 str. Sakai, et
0157:H7 str. EC4115, de groupe phylogénétique E, ont été séquencées (HbagasRi001;

Pernaet al., 2001).

4+ Les EIEC ne sont différenciables des souches @&higella que par des

caractéristiques biochimiques car la physiopathologie associée aux infections a EIEC et a
unité est tres similaire. Ces souches sont responsables de syndromes dysentériques (forte
fievre, crampes abdominales, nausées et diarrhée aqueuse) qui évoluent rapidement en une
dysenterie (selles contenant du sang et du mucus). Une fois internalisées, les bactéries lysent
la membrane de la vacuole, se retrouvant alors libres dans le cytoplasme ou elles peuvent se
multiplier (Figure 32). Puis les bactéries induisent la polymérisation de l'actine cellulaire a

un de leur péle, permettant ainsi leur dissémination aux cellules adjacentes. Les génes codant
les facteurs de virulence a l'origine de ce mécanisme sont pour la plupart portés par un
plasmide (220kb) qui code un systeme de sécrétion de type lll. Il faut noter que ce meéga-

plasmide est composé en majorité d’IS permettant son évolution.

4+ Les EAEC sont responsables de diarrhées persistantes dans les pays industrialisés ou
en voie de développement et de certaines diarrhées du voyageur. Ces souches sont définies
comme ne sécrétant pas les entérotoxines LT ou ST et adhérant aux cellules intestinales en
formant des structures « en amas de briques », on parle alors d’adhésion agfi€éigatiee
33). L'adhésion bactérie-cellule et bactérie-bactérie est permise par des fimbriae appelés AAF
(Aggregative adherence fimbriae) responsables de la formation d’un biofilm et codés par un
plasmide. Cependant, les souches EAEC ne présentent pas toutes ce type de fimbriae et ce
sont alors d’autres structures qui favorisent leur adhésion telles que la dispersine et la
flagelline. Il faut noter que certaines souches d’EAEC produisent des entérotoxines (EAST1)
et/ou des cytotoxines (Pet, SPATE) ainsi que d’autres facteurs de virulence dont la fonction

reste inconnue.
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Figure 34 : Mécanisme de pathogénicité des E. cdiadhésion diffuse

Les DAEC adhérent de fagon diffuse aux entérocyiedes adhésines de type Afa/Dr. Une
majorité des adhésines Afa/Dr se lient au récepteur DAF (decay-accelerating factor) et une minorité
aux récepteurs de type CEACAM (carcinoembryonicantigen- related cell-adhesion molecule). La
toxine Sat est impliquée dans les Iésions au niveau des jonctions serrées (TJ) augmentant ainsi la
perméabilité de la barriere intestinale. L'infiltration de PMN (Polymorphonuclear leukocyte)
augmente la localisation des DAF a la surface cellu(di@prés Croxen et Finlay, 2010).



4+ Les DAEC sontassociés a des diarrhées aigués et persistantes chez les enfants dans
les pays développés ou en voie de développement et a des infections du tractus urinaire (UTI).
Ce groupe est tres hétérogene et comprend des souches des quatre groupe phylogénétiques
majeurs : A, B1, B2 et D (Escobar-Paramo et al., 2004). Les DAEC adhérent aux cellules
épithéliales HEp-2 et HelLa de facon uniforme (adhésion diffuse). Cette capacité est due a
'expression d’adhésines codées par les opéada&ira/daa. Ces adhésines peuvent étre
fimbriales (Dr et F1845) ou non-fimbriales (Afa) et sont toutes de la famille Afa/Dr (Pour
revue (Servin, 2005)Figure 34). Toutes les adhésines Afa/Dr interagissent avec les cellules
épithéliales intestinales ou urinairegm le récepteur DAF (decay-accelerating factor) qui
s’accumule sous les bactéries adhérentes. De plus, il y a une modulation de la voie de
signalisation dépendante du “Caqui induit I'élongation ainsi que [Ialtération des
microvillosités de la bordure en brosse. Il faut noter que les DAEC possédant ou non des
adhésines Afa/Dr stimulent la production d’IL-8 (Arikaefal., 2005; Meraet al., 2006) de
facon dépendante de la présence des flagelles (Arildved., 2005). Cette augmentation
d’'IL-8 entraine la transmigration des polynucléaires neutrophiles (PMN) qui permet une
surexpression des récepteurs DAF, améliorant ainsi 'adhérence bactériennee(Bstjs
2003).

Une sous-classe d'adhésine Afa/Dr interagit avec les récepteurs de type CEACAM
(carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule) qui s’accumulent alors sous les
bactéries adhérentes, induisant I'effacement des microvillosités. Une telle déstabilisation de la
barriére en brosse peut accroitre le phénomene de diarrhées chez les patients.

Le pouvoir pathogene des DAEC ne peut pas étre exclusivement expliqué par le réle des
adhésines Afa/Dr. D’autres facteurs de virulence ont été recherchés, et outre les flagelles,
'autotransporteur Sat a été identifie. En effet, cette toxine peut détruire les jonctions serrées
et augmenter la perméabilité au niveau épithélial (Guighal., 2007).

(Pour revue (Le Bouguenec and Servin, 2006)

+ Les AIEC, pour adherent invasivé&. coli, ont été mis en évidence sur la base des
caractéristiques pathogéniques des souchel. dmli associées a la MC (Boudeau et al.,
1999) (Voir paragraphe I1.2.). Les recherches par amplification génique et par hybridation
moléculaire de différents déterminants génétigues d'adhésion connus ché&z tadi
responsables d’infections intestinales ont montré que 73% des souches AIEC ne possedent
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aucun des facteurs d'adhésion et d’invasion déja décrits (Boudeau et al., 1999; Darfeuille-
Michaud et al., 1998).

l11.3. Propriétés des AIEC

3.1. Clonalité des AIEC

L’ensemble des souches Hecoliisolées chez des patients atteints de MC, soit au niveau
de Iésions chroniques, soit au niveau de lésions aigués, ou chez des patients contréles, a été
comparé par ribotypage (Massesdt al., 2001). Le dendrogramme établi a partir de ces
analyses montre clairement un large ensemble de souches possédant un lien génétique et
isolées principalement chez des patients atteints de MC (lésions chroniques ou aigués) par
rapport aux contréles. Néanmoins, certaines souchels. dmli isolées chez des patients
atteints de MC apparaissent éloignées genétiguement. L’ensemble de ces résultats montre
clairement qu’on ne retrouve pas de souche unique chez les patients atteints de MC, mais que
guelques génotypes particuliers sont plus fréquemment associés aux Iésions iléales de MC
(Baumgartet al., 2007.Masseret, 2001). Plus récemment, il a été montré par I'analyse du
polymorphisme de la longueur intergénique entre les ges®*t23S (Ribosomal intergenic
spacer analysis, RISA) que les entérobactéries sont plus abondantes dans des biopsies de
patients atteint d'une maladie inflammatoire intestinale que chez les contrbles et notamment
sont retrouvées des bactériescoli appartenant aux groupes phylogénétiques B2 et D. Ces
groupes sont caractérisés par la présence d’autotransporteurs de type sérine-kinase et de
facteurs d’adhésion, et la plupart des bactéries de ces groupes ont un réle dans I'étiologie de
plusieurs maladies (Kotlowskit al., 2007; Petersen et al., 2009). Dans les sections suivantes
nous allons nous intéresser aux différents facteurs de virulence impliqués dans les capacités
d’'invasion, de survie en macrophages et d’'inflammation intestinale de la souche AIEC de

référence LF82.

3.2. Pouvoir d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales intestinales

Etant donnée 'absence de déterminants génétiques d’invasion connus ou génétiguement
similaires a ceux de souches invasive€deoli, une stratégie de recherche des déterminants
génetiques impliqués dans le pouvoir d'invasion de la souche AIEC de référence LF82 a éte
réalisée par mutagenese aléatoire par insertion du transposon TnhehoAblage de la

banque de mutants d’insertion Tn5pheA cellules épithéliales intestinales Intestine-407 a
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Figure 35 : Modele d’assemblage des pili de type 1 a la
surface des bactéries a Gram négatif et organisation de
I'opéron fim.

A. L'assemblage du pilus est fait par la protéine chaperonne
périplasmique FImC qui assure le transport des sous-unités
fimbriales jusqu’au site d'assemblage du pilus. La protéine
FimD qui assure I'ancrage des pili a la surface des bactéries est
enchéssée dans la membrane externe (ME). L'assemblage est
initié par la fixation du complexe FimC-FimH (adhésine) aux
protéines FimD formant un pore. Le complexe FimC-FimG
(protéine structurale) se lie au complexe FimC-FimH-FimD et
permet I'expulsion de la protéine FimH a I'extérieur du pore.
La protéine FimF (protéine structurale) ainsi que plusieurs
protéines FimA (sous-unité majeure de la structure fimbriale)
sont ensuite ajoutédd’apreés Puorgeet al., 2008).B. Les
génes codant les deux recombinases responsables de
l'inversion de I'élémentimS sont représentés en orange. Les
genes codant les protéines structurales du pilus sont
représentés en bleu.
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Figure 36 : Structure de la sous-unité FimH,
adhésine des pili de type 1.

Cette sous-unité est constituée d'un domaine piline,
qui permet l'ancrage dans le pilus, un domaine
lectine, responsable de la reconnaissance des résidus
mannose et un bras flexible qui relie les deux
domaines(d’'aprés Schembrit al., 2000). En
rouge sont signalées les mutations présentes chez la
souche AIEC LF82 : V27A, N70S, S78N et T158P.



permis d’identifier les pili de type 1, les flagelles, la lipoprotéine Nipl, la protéine de
membrane externe YfgL et les protéines de membranes externes OmpA et OmpC comme
jouant un réle dans la capacité de la souche AIEC LF82 a adhérer et a envahir les cellules

épithéliales intestinales.

+ Lespili de type 1 sont synthétisés par la majorité dggerobacteriaceaest leur
expression est contrblée par un mécanisme de variation de phase alternant entre un état
d’expression (phase piliee ON) et de non-expression (phase non-piliée(fEiie 35).

Cette variation de phase dépend de l'inversion d’'une séquence nucléotidique de 314 pb
(séquence inversiblBmS) par recombinaison site-spécifique entre deux séquences répétées
inversées de 9 pb, nommées IRL («Inverted Repeat Left ») et IRR («Inverted Repeat
Right ») (Eisenstein, 1981). L'inversion est catalysée par des recombinases codéees par les
genedimB etfimE localisés en amont de I'opértim. FimB peut provoquer indifféremment
inversion dans le sens « on-off » ou « off-on », alors que FImME n’agit sur I'inversion que
dans le sens « on-off » (McClain et al., 1991).

Les pili de type 1 sont impliqués dans la pathogénicité bactérienne par leur réle dans
ladhésion a différents types de cellules eucaryotes la reconnaissance de résidus
mannosides (Giampape al., 1988; Ofek et al., 1977; Sokurenko et al., 1994; Teetaal.,

1993; Wold et al., 1990) et par leur implication dans l'invasion de souchds. @eli
uropathogenes ou d&almonellaentericasérovar Typhimurium (Baumleat al., 1994; Bower

et al., 2005; Horiuchet al., 1992; Martineet al., 2000; Mulve\et al., 1998). Les pili de type

1 jouent un réle clé dans l'invasion des cellules épithéliales par la souche AIEC LF82 en
induisant la formation d’élongations membranaires a la surface des cellules cibles contribuant
a leur internalisation (Boudeau et al., 2001). De plus, la souche AIEC de référence LF82
exprime des pili de type 1 variants comparativement a une soucke dai K-12 non
pathogéne Rigure 36). Des expériences d'interaction entre bactéries AIEC et entérocytes
isolés de patients atteints de MC ont montré que ces bactéries ont une capacité d’adhésion a la
bordure en brosse augmentée lorsque les souches expriment des pili de type 1 variants par
rapport a des souches exprimant des pili de type 1 de type K-12 (Barnich et al., 2007).
Cependant, les pili de type 1 de la souche LF82 exprimés par une souEhecalede
laboratoire non invasive ne lui conférent pas de propriétés d’invasion, indiquant que les pili de
type 1 sont nécessaires mais pas suffisants pour finaliser l'internalisation bactérienne
(Boudeau et al., 2001).
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Figure 37 : Modéle d’assemblage des flagelles a la surface des bactéries a Gram négatif et
régulation de la voie flagellaire.

A. Représentation schématique de la biogenese des flagell&chéma représentant les trois
niveaux de régulation de la transcription du régulon flagellaire. Les opérons flagellaires sont
indiqués par des fleches. Les chiffres sur les fleches indiquent la classe de hiérarchie
transcriptionnelle dans le régul¢taprés Terashimet al., 2008).



+ Lesflagelles synthétisés par un grand nombre d’espéces bactérieRimgse( 37),
sont responsables de la mobilité des bactéries qui les synthétisent, permettant a ces derniéres
de se mouvoir dans un liquide et de changer de direction. Les génes composant le systeme
flagellaire sont répartis en trois classes (I, Il et lll) de hiérarchie transcriptionRgled
37). La classe | est composée d’'un seul op8h®C, codant les protéines FIhD et FIhC. Ces
protéines s’assemblent en un hétéro-tétramere,ElhPégulateur transcriptionnel essentiel a
la synthése de toutes les protéines du systeme flagellaire (Liu and Matsumura, 1994). Il active
'expression des genes de classe Il codant les protéines du corps basal et les protéines du
systeme de sécrétion du corps flagellaire. Cette classe de génes comprend également I'opéron
fliIAZY, codant la protéine FliA, sous-uni@8 de ’ARN polymérase, qui régule positivement
I’expression des génes de classe Il (Aldridge and Hughes, 2002). La classe Il est composée
des génes codant les protéines du filament dont la flagelline FliC. Cette classe comprend
egalement les génes impliqués dans la construction du moteur flagellaire, dans le
chimiotactisme et I'opérofigMN. Ce dernier code en particulier la protéine FIgM qui est un
facteur anti-@8 et exerce un rétrocontrole négatif sur I'expressies genes de classe Il
évitant la production anarchique des protéines (Aldridge and Hughes, 2002).

Les flagelles sont également impliqués dans la virulence de certaines bactéries
pathogenes. En effet, la mobilité conférée par les flagelles est indispensable au pouvoir invasif
de certains micro-organismes, tels que Bescoli entéropathogénes (Giron et al., 2002),
Salmonella sérovars Typhimurium et Enteritidis (Dibb-Fulé¢ral., 1999; Schmitet al.,

2001 ), Campylobacterejuni (Yao et al., 1994) owibrio anguillarum (Ormondeet al.,

2000). Cependant, le réle des flagelles dans I'invasion n’est pas toujours restreint a la mobilité
gu’ils conférent aux bactéries. En effet, une étape de centrifugation, permettant d’établir un
contact étroit entre la bactérie et les cellules épithéliales, ne permet pas a un mutant non
flagellé de Pseudomonas aeruginoste pénétrer dans les cellules épithéliales en culture
(Fleisziget al., 2001). Les flagelles peuvent également jouer le réle d’appareil de sécrétion de
type lll comme cela a pu étre montré chvexsinia spp. pour la sécrétion de la phospholipase
YIpA (Young and Young, 2002; Yourgt al., 1999).

Chez la souche AIEC LF82, il a été montré qu’'un mutant isogénique LF82 délété du gene
fliC codant la flagelline FIiC n’est plus capable d’adhérer et d’envahir les cellules épithéliales
intestinales en culture (Barnich et al., 2003). D’autre part, ce mutant ne synthétise plus de pili
de type 1. L’absence de production de pili de type 1 par le mutantAfii82est consécutive
a l'orientation préférentielle en phase OFF de la séquém® Figure 35). Ceci est la

premiere description d’'une co-régulation de la synthése des pili de type 1 et des flagelles. Une
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expression induite des pili de type 1 chez le mutant isogénique Afii82par transformation

de ce mutant avec un plasmide recombinant codant I'offanare restaure pas totalement les
niveaux d’adhésion et d’invasion. Une étape de centrifugation permet de restaurer totalement
I'adhésion, mais pas linvasion, du mutant isogénique délété dufli€nehez lequel une
expression de pili de type 1 a été induite. L'absence de mobilité ne permet donc pas
d’expliquer a elle seule la diminution du pouvoir d’invasion observée. Les flagelles joueraient
donc un role par eux-mémes chez la souche AIEC LF82 dans le processus d’'invasion, soit
directement comme appareil de sécrétion pour des facteurs de virulence intervenant dans
linvasion, comme déja rapporté ch€éampylobacter spp. (Guerry, 2007), soit indirectement

en contrblant I'expression de facteurs de virulence autres que les pili de type 1.

+ La lipoprotéine Nlpl joue un réle important dans la virulence de la souche AIEC
LF82. En effet, un mutant isogénique LF8Elpl présente des niveaux d’adhésion et
d’invasion significativement diminués en cellules épithéliales Intestine-407 comparativement
a ceux de la souche sauvage LF82 (Barnich et al., 2004). Ce mutant n’est plus flagellé et ne
synthétise qu’'un faible taux de pili de type 1 suite a une orientation en phase OFF de la
séquence inversiblémsS localisée en amont de I'opérém. Une diminution du taux de
transcrits correspondant aux gerf@geB etfimE, codant les recombinases FimB et FIimE
responsables de l'orientation de la séquence inverBihle, a été observée chez le mutant
isogénique LF82Anlpl. L’absence de flagelles est corrélée a une tres forte diminution du taux
d’ARNm fliC. Une expression induite des pili de type 1 et un contact forcé entre les bactéries
et les cellules épithéliales intestinales ne restaurent pas la capacité du mutant isogénique
LF82-AnIpl a adhérer et a envahir les cellules épithéliales, démontrant que le réle joué par
NlIpl dans la virulence des AIEC est indépendant des pili de type 1 et de la mobilité conférée
par les flagelles.

Plus de 130 lipoprotéines ont été identifiees chez les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif (Wu et al., 1996). Ces structures sont ancrées aux membranes par un groupement N-
acyl-diacylglycérylcystéine localisé a I'extrémité N-terminale de la partie protéigue. Les
lipoprotéines peuvent jouer un rdle direct d’adhésine ou un rdle indirect sur I'adhésion et
'invasion de cellules en culture par régulation de I'expression de facteurs de virulence ou par
interférence avec la sécrétion ou 'assemblage de structures particulieres. Par exemple, chez
Campylobacter jejunila lipoprotéine JIpA intervient dans I'adhésion aux cellules épithéliales
HEp-2, et cheftreptococcus pyogents lipoprotéine Lsp est impliquée dans I'adhésion et
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250 nm

Figure 38 : Vésicules de membrane externe.

A. Clichés de microscopie électronique a transmission de vésicules de membranes externes (OMV)
purifiées de surnageant de cultureR$eudomonas aeruginosa et colorées négativemei®. Coupe

fine d’'une bactérie & Gram négatif isolée au sein d’'un biofilm de riviere, non identifiée et
produisant des quantités importantes d'OMY.. Coupe fine deP. aeruginosa montrant le
bourgeonnement de la ME précédant la libération d’OMV dans le milieu extracellulaire (d’aprés
Beveridge, 1999).



linvasion des cellules épithéliales pulmonaires (Elseteal., 2002; Jin et al., 2001). Chez

unité flexnerj le systéme de sécrétion de type Il Mxi-Spa lui permettant d’injecter dans le
cytoplasme de la cellule héte des protéines effectrices impliguées dans le processus
d’invasion ne fonctionne qu’en présence des lipoprotéines MxiM et MxiJ. En effet, ces deux
lipoprotéines interagissent et stabilisent MxiD au niveau de la membrane externe, permettant
ainsi la formation de la base de la seringue moléculaire et la sécrétion de protéines effectrices
(Schuch and Maurelli, 1999, 2001).

+ La production par les bactéries a Gram négati/égcules de membrane externe
(OMV, pour Outer Membrane Vesicles) a été observée dans les années 1960. Cependant,
leurs mécanismes de formation et leurs réles biologiques sont mal connus. Les OMV sont
produites par de trés nombreuses bactéries a Gram négatif pathogenes ou non, eriire autres
coli (Gankemaet al., 1980; Hoekstreet al., 1976),unité spp. (Dutta et al., 2004;
Kadurugamuwa and Beveridge, 199Bgcteroides spp. (dofRorphyromonaks(Grenier and
Mayrand, 1987; Zhou et al., 1998) blelicobacter pylori(Fioccaet al., 1999). La formation
d’'OMV est un processus ubiquiste des bactéries a Gram négatif, observé dans différentes
conditions de culture (pour revue, (Beveridge, 1999)), notamment lorsque les bactéries sont
organisées en biofilms (Schooling and Beveridge, 2006). Ces vésicules résultent d’'un
bourgeonnement de la membrane externe (ME) a la surface des bactéries et sont donc
constituées de LPS, de protéines de ME et des phospholifpidgse( 38). De plus, des
protéines périplasmiques peuvent étre emprisonnées dans ces vésicules lors de leur formation,
de maniéere passive mais aussi active (Kato et al., 2002;é#val., 2003; Wensink and
Witholt, 1981). D’'une facon générale, les vésicules constituent un moyen pour les bactéries
d’interagir avec des cellules eucaryotes ou d’autres cellules procaryotes. Elles peuvent
véhiculer des adhésines, des toxines, et des composés immunomodulateurs qui peuvent
favoriser I'adhésion, causer la cytotoxicité et/ou moduler les réponses immunes de I'héte
(pour revue, (Kuehn and Kesty, 2005)).

L’étude de la production d’OMV chez la souche AIEC LF82 a montré pour la premiere
fois I'implication de ces OMV dans un processus d’invasion de cellules hotes par des
bactéries pathogenes (Rolhion et al., 2005). Comme la plupart des bactéries pathogénes
(Horstman and Kuehn, 2002; Waei al., 1995), la souche AIEC LF82 produit des quantités
plus importantes d’'OMV qu’une souche Hecoli K-12 non pathogene. De plus, la délétion
du gene codant la protéine de membrane externe YfgL entraine une incapacité de la bactérie

AIEC LF82 a produire des OMV. Cette lipoprotéine YfgL régule positivement des
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transglycosylases lytiques et serait donc impliquée dans le renouvellement du peptidoglycane
de la paroi. Ainsi, en I'absence du produit du ggfig, I'activité des transglycosylases serait
diminuée, entrainant une diminution de l'accumulation des produits de dégradation du
peptidoglycane dans le périplasme, une diminution de la pression de turgescence exercée sur
la membrane externe par ces produits de dégradation, et donc une diminution de la libération
d’OMV. Cette délétion entraine aussi une perte du pouvoir d’'invasion du mutant. De maniere
intéressante, le pouvoir d’invasion d’'un tel mutant est restauré lorsque les cellules hétes sont
prétraitées par des vésicules de la souche sauvage. Ainsi, les OMV de la souche AIEC LF82
représenteraient un systeme de transport permettant de délivrer a la cellule héte des effecteurs
bactériens impligués dans les réarrangements du cytosquelette cellulaire et favorisant
I'internalisation des bactéries (Rolhion et al., 2005).

3.3. Capacité de survie en macrophages

Le criblage de la banque de mutants d’insertion Tn5pfoAnacrophages murins J774-
Al a permis d’identifier le réle de la protéine de stress HtrA dans la réplication de la souche
AIEC LF82 en macrophages (Bringet al., 2005) et de la thioredoxine périplasmique DsbA
dans le processus de survie de la souche AIEC LF82 en macrophages @ralg&007).

+ La délétion du genétrA, codant laprotéine de stress HtrA, chez la souche AIEC
LF82 induit une augmentation de la sensibilité des bactéries vis-a-vis d’un stress oxydatif au
péroxyde d’hydrogene (Bringeast al., 2005). De plus, la croissance du mutant isogénique
LF82-AhtrA est significativement diminuée dans un milieu reproduisant en partie le contenu
d’'une vacuole de phagocytose de par un pH acide (pH 5,5) et un appauvrissement en
nutriments. Une forte activation transcriptionnellehdid est observée lorsque les bactéries
sont cultivées en milieu acide et pauvre en nutriments, mais également lorsque les bactéries
sont internalisées dans les macrophages. Ainsi certaines conditions environnementales
rencontrées chez I'h6te augmentent I'expressiohtde et conduisent a une augmentation de

la virulence des AIEC.

+ La délétion du genesA, codant lathioredoxine périplasmique DsbA chez la
souche AIEC LF82 conduit & l'absence de synthese de flagelles et de pili de type 1
fonctionnels a la surface de la bactérie (Bringeal., 2007). Il est donc probable que cette

protéine soit indispensable a la maturation de protéines flagellaires (Dailey and Berg, 1993).
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E-cadherin

Figure 39 : Déstabilisation des jonctions serrées de cellules Caco-2 par la souche AIEC LF82.

Observation en microscopie confocale d’'une monocouche de cellules Caco-2 cultivées sur un
support membranaire et infectées ou non pendant 4h par la souche AIEC LF82. Les protéines des
jonctions serrées sont marquées en rouge (ZO-1 ou E-cadherin) et la F-actine (efrape#s

Sasakiet al., 2007).



L’absence des pili de type 1 chez le mutant LA88bA n'est pas di a un défaut de
maturation de sous-unités constituant les pili de type 1, mais a la co-régulation entre les pili de
type 1 et les flagelles. Enfin, la protéine DsbA joue un réle indispensable dans le processus de
survie et multiplication en macrophages, probablenv&ntla maturation de facteur(s) de

virulence qui reste(nt) a identifier.

3.4. Induction et amplification de I'inflammation intestinale par les AIEC

De nombreux exemples dans la littérature montrent I'implication de bactéries
pathogenes dans la réponse inflammatoire de I'hote. Les AIEC sont capables de déstabiliser
I'épithélium intestinal et d’amplifier un état inflammatoire induit. Cependant, en modéle
murin, I'expression du récepteur CEACAMG6 est requise pour la colonisation de la muqueuse

intestinale par les AIEC et I'induction d’'une inflammation.

3.4.1. Déstabilisation de I'épithélium intestinal par les AIEC

La déstabilisation de [I'épithélium intestinal permet aux pathogénes d'accéder plus
facilement aux ganglions mésentériques localisés sous I'épithélium, entrainant ainsi une
dissémination dans les organes profonds de I'hote (foie eviate) systeme lymphatique et
la circulation générale.

LesAIEC associés a la MC sont capables de survivre et de se multiplier en macrophages
J774-Al en induisant une forte sécrétion de TNFslasseret al., 2001). Il a de plus été
montré que le taux de TNér-sécrété est directement proportionnel a la multiplication des
AIEC dans un phagolysosome mature (Bringeal., 2006). De plus, des cellules épithéliales
intestinales en culture infectées par des AIEC sécrétent un fort taux d’'IL-8 et de CCL20
(Eaves-Pyleset al., 2007; Sasaket al.,, 2007). Ces résultats sont en corrélation avec la
migration de polynucléaires neutrophiles ou de cellules dendritiques dans des modeles de co-
culture (Eaves-Pylest al., 2007). De maniére intéressante, les souches AIEC isolées au
niveau de lésions inflammatoires chez les patients atteints de MC induisent une plus faible
sécrétion d’'IL-8 que les souches isolées au niveau de zones saines, suggérant que les AIEC
exprimeraient un facteur protéique capable de limiter la sécrétion d’IL-8 dans le but de limiter
linflammation comme ce qui a déja été décrit pSatmonella spp.Yersinia spp. etinités
flexneri (Arbibe et al., 2007; Collier-Hyamet al., 2002; Foligneet al., 2007; Haraga and
Miller, 2003; Zhou et al., 2004). Enfin, il a été récemment rapporté que l'infection par des
AIEC de cellules épithéliales intestinales différenciées induit une déstabilisation des jonctions
serrées visualisée par la redistribution de la protéine ZO-1 et/ou de la E-cadFigrine 89)
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(Sasakiet al., 2007; Wine et al., 2009). De ce fait, les AIEC ont la capacité d’'induire une
rupture de la barriére intestinale et une transmigration de neutrophiles et de cellules

dendritiques.

3.4.2. Amplification d’un état inflammatoire induit en modéle murin

L’administration de bactéries AIEC de référence LF82 par gavage quotidien dans les
modeéles murins Balb/cJ et C57/BL6 n’induit aucun signe reflétant un état inflammatoire
anormal (Carvalho et al., 2008). Ainsi, les bactéries AIEC ne seraient pas pathogenes chez la
souris comme peut I'étr€itrobacter rodentiuntesponsable de diarrhées (Borenshtein et al.,
2007; Mundyet al., 2005).

Il est possible d’induire une colite expérimentale chez la souris en administrant des
produits chimiques tels que le sulfate de dextran sodique (DSS : Dextran sulfate sodium).
(Boirivant et al., 1998). Le gavage quotidien de souris avec des bactéries AIEC de référence
LF82 aggrave les symptébmes cliniques de la colite modérée induite au DSS, en induisant
'apparition de selles diarrhéiques souvent sanglantes, et entrainant, pour les atteintes les plus
graves, la mort (Carvalho et al., 2008). Au niveau histologique, cette inflammation est
caractérisée par I'apparition de larges plaques d’érosion et une augmentation de l'infiltration
de neutrophiles. Par contre, aucune aggravation de la colite n'a été observée suite a
'administration de bactéries non pathogekesoliK-12. La flagelline, constituant majeur du
flagelle, est un important antigene dans la MC (Lastes., 2004). Les souris infectées par le
mutant isogénique aflagellé AIEC LF&IHC ne montrent pas d’aggravation de
linflammation par rapport a des souris non infectées (Carvalho et al., 2008). La détection de
flagelline par les récepteurs de limmunité innée induit la production de cytokines
proinflammatoires. En accord avec 'augmentation observée des niveaux d’ ARiNettlr-

5, codant les récepteurs TLR-5 et IPAF, deux composants du systéme immunitaire inné
capables de détecter la présence de flagelline, I'analyse du profil cytokinique a montré une
augmentation des niveaux d’ARNm codant les cytokines lletllB-6 au niveau colique chez

les souris traitées au DSS et infectées par la souche AIEC LF82 (Carvalho et al., 2008).

3.4.3. Induction d’inflammation suite a une colonisation de la muqueuse
intestinale via le récepteur CEACAMG6
Les souches AIEC isolées de patients atteints de MC adhérent préférentiellement a la
bordure en brosse d’entérocytes iléaux isolés de patients atteints de MC, mais pas a celle
d’entérocytes provenant de sujets contréles (Barnich et al., 2007). L'utilisation de la lectine
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Figure 40 : Représentation schématique montrant I'implication des bactéries AIEC dans la

MC.

Les bactéries AIEC sont capables d’adhérer aux cellules épithéliales intestinales exprimant le
récepteur CEACAMG@ia les pili de type 1 variants, d’envahir ces cellules leur permettant ainsi de
traverser I'épithélium intestinal afin d’envahir les cellules immunitaires sous-jacentes entrainant de
fortes secrétions de TNBE- par les macrophages infectés. Chez les patients atteints de MC, il
existerait une boucle de colonisation-inflammation car les bactéries AIEC seules, mais également
les cytokines pro-inflammatoires TN&- et IFNy sont capables d'induire une expression de
CEACAMSG au niveau des cellules épithéliales intestinales (Abraham et Cho, 2007).



concanavaline A (ConA), capable de lier les résidus mannoses, a révelé une forte expression
de molécule(s) mannosylée(s) au niveau des entérocytes iléaux des patients atteints de MC et
pas des entérocytes de sujets contréles. Ainsi, I'expression de récepteur(s) glycosylé(s)
connu(s) pour lier les pili de type 1 a été recherchée au niveau des cellules épithéliales
intestinales des patients atteints de MC et des contréles. Les résultats ont montré une
surexpression des protéines CEACAM5 et CEACAM6, molécules riches en résidus
mannoses, au niveau de la muqueuse iléale de patients atteints de MC, a la fois en zone
ulcérée et en zone saine. Des expériences d’inhibition d’adhésion aux entérocytes isolés en
présence d’anticorps monoclonaux dirigés contre chacun de ces deux récepteurs ont montré
gue la protéine CEACAMS n’interviendrait pas dans lI'adhésion des AIEC aux entérocytes,
alors que I'expression apicale de la protéine CEACAM®6 permet aux bactéries AIEC LF82 de
se lier a la bordure en brosse d’entérocytes iléaux de patients atteints de MC (Barnich et al.,
2007). Une expression tres augmentée de CEACAM6 au niveau iléal a été observée par
immunohistochimie chez 35% des patients atteints de MC. Ainsi, une surexpression iléale de
CEACAMG pourrait expliquer chez les patients atteints de MC : (i) I'augmentation spécifique
de CEACAMG6 observée dans le sérum (Gruregral., 1995), et (ii) la colonisation iléale
anormalement élevée par des bactéries AIEC (Darfeuille-Michaud et al., 1998).

Par ailleurs, il a récemment été montré que l'infection de souris transgéniques
exprimant le récepteur CEACAMG6 humain par des bactéries AIEC entraine une colonisation
intestinale et une induction d’inflammation. Ceci n'est pas observé lorsque les souris
transgéniques exprimant le récepteur CEACAM6 humain sont infectéek. pewli non
pathogene ou un mutant AIEC n’exprimant plus de pili de type 1 (Carvalho et al., 2009).
Toutes ces données permettraient donc de définir le récepteur CEACAM6 comme étant un
nouveau facteur de susceptibilité a la MC. En effet, la surexpression de CEACAM®6 au niveau
iléal chez les patients atteints de MC pourrait étre due non seulement a une stimulation des
cellules épithéliales par des cytokines proinflammatoires, mais également a une infection par
des AIEC (Barnich et al., 2007), conduisant a une boucle d'amplification de la colonisation et
de l'inflammation chez les patientadure 40) (Abraham and Cho, 2007).
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Tableau 8 : Récapitulatif des différents facteurs o, des génes les codant, de leur
masse ainsi que de leur specificite de liason a FADN.

Factenr ¢ Geéne Codant Masse Sitmation
g" rpol) TO0ED Genéral
o rpoH 32KD  Stress
o rpoE 24 KD Stress
ol rpoN S4kD NO,

o> fliA 28kD TFlagelle

Séquence -35 Séparation

Séquence -10

TTGACA 16-18 pdb
CCCTTGAA 13-153 pdb
Inconnne Inconnue
CTGGNA 6 pdb
CTAA 15 pdb

TATAAT
CCCGATNT
Inconnue
TTGCA
GOCGATAA




IV. Régulation de I'expression des genes
Les bactéries de types AIEC sont directement liees a la physiopathologie de la MC.

Dans les conditions physiologiques particulieres de I'hote, les AIEC présentent une virulence
lite a I'expression de nombreux facteurs, comme nous avons pu le développer dans le
paragraphe 111.3. Afin de mieux comprendre les mécanismes d’action de ces souches, il est
important de s'intéresser aux différentes voies de régulation contrdlant I'expression des
facteurs de virulence. Dans ce but, nous aborderons dans ce chapitre I'organisation et la
régulation des génes procaryotes ainsi que les voies de transduction des signaux permettant

'adaptation des bactéries a leur environnement.

IV.1. Régulation au niveau transcriptionnel

1.1. La transcription chez les procaryotes

La transcription est une biosynthéese d’ARN de 5' vers 3’ qui repose sur la
complémentarité des bases et se déroule en trois étapes : linitiation, I'’élongation et la
terminaison. Chez les procaryotes, il n’existe qu'une seule ARN polymérase qui prend en
charge la synthése de I'ensemble des ARN messagers, ARN de transferts et ARN ribosomaux.
Sa structure de base ou « core enzyme », de 465 kDa, comprend plusieurs soug;Uhdés :

B. Cette structure présente un canal de 25 A lui permettant d'étre en contact avec quelques
dizaines d'acides nucléiques. CHezcoli, le nombre de molécules d’ARN polymérase est
estimé a 7000 dont 2000 a 5000 sont en activité a un instant donné. Elles synthétisent 'ARN

a une vitesse de 20 a 40 nucléotides par seconde a 37°C avec un taux d’erreur de 1 base sur
10.000.

Le core enzyme présente une forte affinité pour I'ADN avec une constante de
dissociation (Kd) de 5.18 M mais aucune spécificité d’interaction. Ainsi, le core enzyme se
fixe aléatoirement sur 'ADN chromosomique ou plasmidique. Cependant, il existe un mode
d’interaction spécifique de I'ARN polymérase avec les séquences promotrices en amont des
genes, qui dépend de son association avec une autre sous-unité protéique, les.facteur
L'interaction avec cette sous-unité diminue trés fortement l'affinité du complexe ARN
polymérasea,ff’s, ou « holoenzyme », pour I'ADN en général (Kd ='M) afin de le
guider vers des sites a treés forte spécificité localisés sur les promoteurs. Il existe six éacteurs
chez E. coli(Tableau 8) :6"° (RpoD) qui est constitutit®* (RpoE) ets>> (RpoH) spécifiques

des stress thermiques et acide¥' (RpoN) spécifique du métabolisme de I'azat® (FliA)
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Régulation négative Régulation positive

ARN

Répresseur Activateur polymérase

1
‘-ﬁ Géne OFF D f Géne ON
Le ligand

blogue la ARNmM
fixation du —
régulateur ‘ __ 5 l 3
a’ADN pﬁ Q

B
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répresseur du a sa cible
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Figure 41 : Régulation positive ou négative de la transcription des genes procaryotes.

La régulation négative est médiée par un répresseur fixé sur le promoteur bloquant la fixation de
I’ARN polymérase. Dans le cas de la régulation positive, I'ARN polymérase nécessite un activateur
pour initier la transcription. Il faut noter qu’un ligand, nécessaire a I'activation ou a l'inactivation
du régulateur, peut aussi rentrer en jeu dans le mécanisme de fixation de 'ARN polymérase
(d’apres http://lwww.biologyreference.com/Ce-Co/Control-of-Gene-Expression.html).



spécifique des flagelles, et spécifique des conditions de carence en nutriments. Le facteur
jouedonc un réle essentiel dans la spécificité de l'initiation de la transcription en fonction des
conditions environnementales.

La fixation de 'ARN polymérase nécessite la présence de séquences ADN consensus,
ces « boites » permettant une reconnaissance spécifique par les différents éackRans
exemple pour le facteus’ elles sont situées en position -10, « cassette -10 » ou « cassette
TATA », et -35, « TTGACA », par rapport au site de d'initiation de la transcription.
L’espacement de 16 a 19 paires de bases entre chacune de ces boites doit étre respecté pour
permettre [linitiation de [Iactivité transcriptionnelle. Lorsque I'ARN polymérase est
correctement fixée, on observe la formation d'un complexe ouvert ou I'ADN est dénaturé et ou
la transcription peut s’initier. Quand les conditions sont optimales, le factestrchassé de
I'ADN et la polymérase perd alors sa spécificité pour la zone promotrice. Elle se déplace le
long de I'ADN en permettant |'élongation, et ce jusqu’au site de terminaison de la
transcription. A ce site, I'ADN forme une structure tige-boucle qui déstabilise I'ARN
polymérase et bloque son contact avec I'’ADN. L'ARN nouvellement synthétisé est alors
libéré et la polymérase est recyclée pour une nouvelle initiation de la transcription.

L’activité de I'ARN polymérase peut étre modulée par des molécules ayant la capacité
d’activer ou de réprimer la transcription : les régulateurs transcriptionnels ou facteurs de
transcription. La régulation négative est assurée par un répresseur fixé sur le promoteur
bloguant la fixation de 'ARN polymérase. Dans le cas de la régulation positive, l'initiation de
la transcription par 'ARN polymérase nécessite la présence d'un activateur. Il faut noter que
des ligands peuvent se fixer a ces régulateurs et moduler leur activité, intervenant ainsi
indirectement dans le mécanisme de fixation de 'ARN polyméFragare 41).

Chez les procaryotes, il existe une organisation génétique particuliéere ou plusieurs
genes fonctionnellement apparentés se succeédent sur une méme unité transcriptionnelle
appelée opéron. Tous les genes d’'un opéron sont transcrits en méme temps et sur une méme
molécule d'ARN, on parle alors d'ARNm polycistronique. La transcription de ces génes est de
ce fait co-régulée, ce qui est intéressant pour des protéinesintervenant dans un processus

commun.

1.2. La répression catabolique
LorsqueE. coli se développe dans un milieu contenant du glucose et du lactose, la

bactérie utilise préférentiellement le glucose jusqu'a ce qu’il soit épuisé. Dans ce cas, le
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Figure 43 : Molécule d’ADN de E. coliobservée en microscopie électroniquiriffith, 1976).



répresseur Lacl se fixe au niveau du promoteur de l'opéron lactose, et bloque I'ARN
polymérase : c'est la régulation négative. La diminution de concentration en glucose entraine
I'activation de I'adénylate cyclase, ce qui provoque une augmentation du taux intracellulaire
d'’AMPc. Cet AMPc forme un complexe avec la protéine CAP (pour Catabolite Activator
Protein) ou CRP (pour cAMP Receptor Protein). La protéine CAP est un activateur
transcriptionnel qui se lie au promoteur de I'opéron lactose et augmente I'affinité de 'ARN
polymérase pour ce promoteur : c'est la régulation poskigere 42).

1.3. Les protéines de type-histone

Depuis la découverte de la structure de 'ADN par Watson et Crick en 1953, il est
apparu que la taille de cette molécule déroulée est considérablement plus longue que celle de
la cellule. Chez les eucaryotes, ’ADN chromosomique, localisé dans le noyau, est condenseé
grace a son association avec des protéines stables, basiques et de faible poids moléculaire
appelées histones qui sont au nombre de cing : H1, H2A, H2B, H3 et H4. La structure de base
de compaction de I'ADN eucaryote est le nucléosome, et l'association de plusieurs
nucléosomes en « collier de perle » avec le filament d’ADN constitue la chromatine. Chez les
procaryotes, 'ADN chromosomique, en général circulaire, n'est pas séparé du reste de la
cellule par une membrane nucléaire. Lors des premiéres observations de '’ADN bactérien par
microscopie électronique, des structures similaires a celles existant chez les eucaryotes ont été
décrites et appelées « compactosomes » (Griffith, 1Fi@gure 43). Ainsi, comme chez les
eucaryotes, 'ADN procaryote est trés condensé et cette forme est appelée nucléoide,
cependant il ne présente pas d'organisation spécifique permanente comparable au
nucléosome.

Une des composantes majeures de la structure de '’ADN procaryote est son niveau
d’enroulement. La molécule d’ADN procaryote étant circulaire, ses extrémités ne peuvent pas
tourner librement, ce qui entraine une superhélicité négative nécessaire a la réplication, la
transcription et la recombinaison. CHezcoli, il existe deux types de topoisomérases qui sont
des enzymes agissant directement sur la superhélicité de I’ADN : les topoisomérases de type |
sont ATP-indépendantes et relachent ’ADN tandis que les topoisomérases de type Il sont
ATP-dépendantes et induisent de la superhélicité c'est-a-dire un surenroulement négatif. Les
topoisomérases | et Ill sont de type | et les topoisomérases Il (ou gyrase) et IV sont de type Il
(Camacho-Carranzat al., 1995). De plus, de nombreuses protéines bactériennes ont la
capacité de se lier a 'ADN et d’induire une modification locale de sa topologie, en particulier

'ARN polymérase et les facteurs de transcription. Ces protéines se fixent a 'ADN avec une
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Figure 44 : Effet de la fixation des protéines de type-histone Fis, H-NS et HU sur la
superhélicité de I'ADN.

a. La fixation de Fis sous forme de dimére courbe I’ADN et augmente le super-enroulement négatif.
b. La fixation de plusieurs protéines H-NS permet la formation de ponts entre deux brins d’ADN
proches et augmente la compactiorLafixation d’HU au petit sillon de I'hélice de ’ADN permet

de le maintenir sous sa forme la plus ouverte (Thanbiehétr, 2005).
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Figure 45 : Régulation de la transcription par la protéine Fis.

A. La fixation de Fis sous forme de dimeres a des séquences activatrices spécifiques en amont du
promoteur permet la stabilisation de celui-ci et la fixation de la sous unité alpha de I'ARN
polymérase. +1: site initiateur de transcriptiBn. La protéine Fis peut influencer la transcription

par un contact direct protéine-protéine avec 'ARN polymérase (RNAP) et par le maintien de
micro-domaines avec un surenroulement de I’ADN adapté a l'activation du promoteur (d’apres
Dorman, 2009).



tres grande spécificité et permettent la régulation de I'expression des genes en agissant sur
I'initiation de la transcription.

D’autres protéines possédant de l'affinité pour I'ADN, beaucoup plus nombreuses
mais se fixant avec une moins grande spécificité, permettent une compaction et une
modification de la topologie a plus grande échelle. Ces protéines appelées « protéines de type-
histone » présentent certaines propriétés en commun avec les histones des eucaryotes,
notamment leur capacité a lier 'ADN, leur forte concentration cellulaire (jusqu'a 50 000
monomeres/bactérie), leur faible poids moléculaire, leur charge électrostatique et leur
contribution a I'organisation de ’ADN chromosomique et plasmidique. Cependant, il n’existe
pas d’analogie de séquence entre les protéines bactériennes de type-histone et les histones
eucaryotes. Les protéines de type-histone participent a l'agencement du nucléoide, en
interagissant avec I'ADN, mais les structures mises en place sont moins stables et
probablement moins organisées que dans le nucléosome. De plus, les protéines de type-
histone contribuent a la modulation de I'expression de géenes et participent a des processus
cellulaires telles que la recombinaison et la réplication de 'ADN, mais ne sont pas pour
autant des facteurs de transcription au sens strict. Elles agissent de maniere indirecte en
régulant le niveau de compaction de '’ADN qui lui-méme participe a la régulation de
'expression génique, et il faut noter que ceci peut influencer I'expression de facteurs de
virulence (Dorman and Corcoran, 2009).

Les protéines bactériennes de type-histone ubiquitaires sontdei®i(For_hversion
Stimulation), IHF (htegration_Hbst Factor), H-NS (Hstone-like_Nicleoid_Sructuring) et HU
(Histone_U. On peut associer a cette famille la protéine Lrpu@line_esponsive regulatory
protein) méme si cette appartenance est discutée dans la littérature. En effet, Lrp est de petite
taille, basique, plus abondante que les facteurs de transcription classiques et interagit de facon

spécifique ou non avec I'ADN sous forme de multimeres.

1.3.1. Roles des protéines de type-histone chez les Entérobactéries
+ La protéineFis de 11,2 kDa, codée par le géfig a été initialement mise en
evidence dans le processus d’intégration de 'ADN du phage Mu au chromosome bactérien
(Koch and Kahmann, 1986). Cette protéine possede un domaine Hilide(Hour-Heélice)
qui lui permet de s’associer a I'ADN sous forme de dimére et d’induire des courbures de 50 a
90° de la double héliceFigure 44). Cette association peut étre spécifique grace a la
reconnaissance d’'une séquence consensus de 15pb riche en A+T (Hengen et al., 1997; Shao et

al., 2008). De ce fait, Fis est un régulateur positif ou négatif de la transcription d’'un grand
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Relachement du surenroulement négatif de 'ADN

Figure 46 : Action globale de la
protéine Fis sur le surenroulement de
I’ADN.

La protéine Fis sous sa forme dimérique
réprime I'expression de son propre gene
et celle de génes codant les sous unités de
la gyrase @yrA et gyrB). La relation de
Fis avec I'expression de la topoisomérase
| (topA) est plus complexe, elle peut étre
régulée positivement ou négativement
suivant la concentration cellulaire de Fis
(). Fis peut aussi se lier directement de
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Figure 48 : Effets opposés de H-NS et HU sur la structure de 'ADN.
H-NS compacte le plasmide pUC19 alors que HU le relache (Dame et Goosen, 2002).



nombre de genes. Dans certains cas, Fis agit comme un facteur de transcription conventionnel
en établissant un contact physique avec 'ARN polyméiageire 45). Par ailleurs, Fis peut

agir indirectement sur l'initiation de la transcription en modulant localement la superhélicité
de 'ADN en se fixant spécifiguement a des séquences activatrices situées en amont de
certains promoteurs, ce qui facilite la fixation de 'ARN polymérase (Aehat., 2003). Le

réle principal de Fis est de modifier la superhélicité de I'ADgre 46). En effet, cette
protéine a la capacité d’induire des courbures locales, mais elle agit aussi de facon plus
générale en régulant I'expression du gém@A codant la topoisomérase | et en réprimant
'expression des genaprA etgyrB codant pour les deux sous-unités de la gyrase. Enfin,
'expression de cette protéine de type-histone est finement autorégulée au cours du cycle
cellulaire Figure 47) (Ballet al., 1992). En effet, 'expression de Fis est maximale en début

de phase exponentielle et sa concentration cellulaire diminue rapidement au fur et a mesure de
la croissance bactérienne. Cette régulation s’explique notamment par le fait que la protéine

sous sa forme dimérique a la capacité de réprimer I'expression de son propre gene.

+ La protéineH-NS de 15,4 kDa possede deux domaines protéiques distincts, un
domaine de dimérisation en N-terminal et un domaine de liaison a '’ADN en C-terminal, liés
par un adaptateur flexible. Ainsi cette protéine, affine a 'ADN, crée des ponts entre deux
brins d’ADN proches, augmentant ainsi la superhéli¢ttgure 44 et 48)Dameet al., 2002;

Dameet al., 2005; Damet al., 2006) et facilitant le transfert latéral de génes (Naedraé,

2007). Les interactions de cette protéine avec I'ADN sont davantage guidées par une courbure
particuliere de I'ADN que par la reconnaissance d'une séquence nucléique spécifiqgue
(Dorman and Deighan, 2003). Cependant, H-NS présente une forte affinité pour des régions
ADN riches en A+T, et certains auteurs suggerent méme I'existence d'une séquence
consensus correspondant a des régions de haute affinité (Fang and Rimsky, 2008). L'analyse
du transcriptome par des techniques de puces a ADN a montré que H-NS est impliquée dans
la répression de plus de 5% des génes €éhemli. Aujourd’hui la protéine H-NS, classée

parmi les protéines de type-histone malgré le fait qu’elle soit neutre, non basique et exprimée
de facon constante au cours de la croissance bactérienne, est reconnue comme un répresseur
global de la transcription. Plusieurs molécules H-NS peuvent se fixer en amont des
promoteurs au niveau de régions d’ADN coudées pour induire la formation d’une boucle dans
laquelle 'ARN polymérase est piégée, provoquant ainsi une répression de la transcription
(Figure 49) (Dorman, 2004). Cette régulation négative se fait notamment en fonction des

conditions environnementales, telles que 'osmolarité, la température et le pH (Atlung and
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Figure 49 : Répression de la transcription par H-NS.

(i) L'ARN polymérase se lie au promotedii) L'’ADN s’enroule autour du promoteuiii) H-NS

fixe les régions courbe de 'ADN en formant un pont entre deux brins. Ainsi, il y a formation d'une
boucle qui emprisonne I’ARN polymérase et réprime la transcripfionlLa répression est levée

par des sighaux environnementaux (la température par exemple) ou I'action positive de facteurs de
transcription (d’aprés Dorman et Deighan, 2003).
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Figure 50 : Mécanismes permettant de contrer la répression médiée par H-NS.

Différents mécanismes ont été proposés et quatre d'entre eux sont présent&stion
d’antagonistes de H-NS (exemple H-NST) bloquant sa multimérisation et donc sa fixation a '’ADN.
B. Fixation d’'un activateur spécifique permettant l'initiation de la transcrip@onActivation du
promoteur par une sous unité sigma de 'ARN polymérase altern@tihangement structural du

promoteur en réponse a un stimulus environnemental (par exemple, la température) (d’apres
Navarreet al., 2007).



Ingmer, 1997). Il est a noter I'existence de nombreux processus permettant de contrebalancer
la répression exercée par la protéine H-Ri§ure 50) (Navarreet al., 2007). Par exemple un
changement conformationnel de I'’ADN ou encore la fixation d'une autre protéine, telle que
Fis, sur 'ADN, empéche la fixation de H-NS (Dorman, 2004). Pour terminer, il existe une
protéine homologue a H-NS nomm&#pA possédant 58% de séquence similaire. Cette
protéine a la capacité de former un hétérodimere avec H-NS et présente une plus forte affinité
a I’ADN. Il a été suggéré que StpA pourrait se substituer aux fonctions d’H-NS. Cette idée est
renforcée par I'existence d’'une régulation couplée de I'expression de leurs géenes (Sonden and
Uhlin, 1996). Cependant, StpA a des propriétés distinctes de celles d’H-NS, en particulier un
réle de chaperonne a ARN (Zhaeial., 1995).

+ HU, petite protéine de 9 kDa thermostable, existe principalement sous forme
hétérodimériquaf3 (90%), mais peut aussi se trouver sous forme homodimémiguei 32
(10%) (Claretet al., 2007). Les sous unitéset 3 sont codées respectivement par les genes
hupA ethupB. Les propriétés d’interaction d’HU avec 'ADN chromosomique lui permettent
d’intervenir dans de nombreux processus physiologigues comme la réplication, la
transcription, la recombinaison et la réparation. HU peut se lier a 'ADN de facon non
spécifique avec une faible affinité (Kd200—-2500 nM) (Benevides al., 2008). Cette liaison
induit une courbure de I'ADN et diminue la compactidfigire 44). Cette protéine
architecturale contrecarre la compaction de 'ADN due a H-Nfufe 48) (Dame and
Goosen, 2002). De plus, HU a une forte affinité pour 'ADN lorsque celui-ci présente des
distorsions. Dans ce cas, elle peut étre recrutée par un régulateur de transcription pour

moduler son activité et ainsi I'expression de certains genes (Kar and Adhya, 2001).

+ La protéind HF présente des similitudes en termes de séquence et de structure avec
la protéine HU. IHF existe également sous forme hétérodimeniuees sous-unitéa (11
kDa) et (9 kDa) sont codées respectivement par les géfasetihfB. IHF a été décrite
comme participant & l'intégration du génome du bactériophage lambda dans le chromosome
bactérien (Nash and Robertson, 1981). A la différence d’'HU, IHF se fixe sur ’'ADN avec une
forte affinité (Kd~ 2—20 nM). Cette liaison se fait par la reconnaissatione séquence tres
spécifique et pour laquelle le consensus suivant a été établi : WATCARXXXXTTR (W=A ou
T; X=A, T, Cou G; R=A ou G) (Benevidest al., 2008). Cependant, les structures des
complexes formés par IHF ou HU avec I'ADN sont tres similaires et courbent I’ADN jusqu’a
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Figure 51 : Superposition des structures cristallographiques d’IHF et HU liées a 'ADN.
HU est représentée en jaune et son substrat en bleu. IHF est représentée en gris et rose et son site
spécifique de liaison en vert foncé (Swinger et Rice, 2004).



180° Figure 51) (Swinger and Rice, 2004). Le role positif ou négatif de la protéine IHF dans
la transcription est soit d’assister en tant qu’organisateur structural I'action d’'un régulateur,

soit de jouer directement le réle de régulateur (Goosen and van de Putte, 1995).

+ La protéineLr p, codée par le géene du méme nom, est modérément abondante,
basique et s’associe en diméres de 18,8 kDa chacun. Lrp a été initialement mise en évidence
lors de la recherche de genes régulés par la leucine. Aujourd’hui, cette protéine est reconnue
comme une structure affine a 'ADN pouvant se lier a la séquence consensus suivante :
YAGHAWATTWTDCTR (Y=C ou T, H£G, W=A ou T, BtC, et R=A ou G) (Cukt al.,

1995). Cette liaison induit une courbure de '’ADN, ce qui prouve son action directe sur la
structure du nucléoide. Cependant, Lrp a également la capacité de réguler positivement ou
négativement I'expression d’un grand nombre de genes et notamment des opérons sous la
dépendance ou non de la leucine (Newman and Lin, 1995). En effet, l'utilisation de puces a
ADN a montré que Lrp affecte environ 10% des génes Ehenli (Hunget al., 2002; Tanét

al., 2002). La plupart sont impliqués dans le métabolisme des acides aminés et un petit
nombre dans I'expression de structures fimbriales (Hatrgg., 2002). De plus, la fixation de

Lrp a 'ADN peut bloquer la méthylation des sites GATC et inversement. Ce type de
régulation est a l'origine du contrdle de I'expression despaip chezE. coli (Nou et al.,

1995). Pour terminer, I'analyse de différents génomes procaryotes a montré I'existence de
différents régulateurs transcriptionnels pouvant s’apparenter a la « famille Lrp » ce qui prouve

limportance de cette protéine ubiquitaire (Brinkman et al., 2003).

1.3.2. Virulence et protéines de type-histone
Les protéines de type-histone sont nécessaires au maintien de la structure du nucléoide
et a sa compaction. Cependant ces protéines peuvent également moduler la transcription de
certains génes de facon spécifique, soit par une action structurale sur ’ADN, soit en jouant le
réle de facteur de transcription. Il est intéressant d’évaluer leurs rbles dans la régulation des
facteurs de virulence en prenant quelques exemples chez les entérobactéries et en développant

plus en détail leur implication sur I'expression des fimbriae.

i. Exemples d’implication des protéines de type-histone dans la régulation de la
virulence chez les entérobactéries
Chez Shigella flexneriet E. coli entéroinvasif (EIEC), I'expression de geéenes

permettant linfection de cellules épithéliales et de macrophages est activee par deux
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Figure 52 : Mode d’action du répresseur H-NS et de l'activateur Fis en fonction de la
température sur I'expression du génevirF chez Shigella flexneri et E. coli entéroinvasif.
(d’aprées Lautier et Nasser, 2005)



régulateurs transcriptionnelsVirF et VirB (Dorman and Porter, 1998). Lorsque la
température est inférieure a 32°C, H-NS réprime la transcriptionvirleen se fixant
spécifiguement en amont du promoteur de ce géne grace a la reconnaissance d’'une courbure
d’ADN. A des températures voisines de celle de I'héte (37°C), une modification de la
topologie de 'ADN empéche la fixation de H-NSdure 52) (Falconiet al., 1998; Falcoret

al., 2001; Prossedat al., 2004). De ce fait, la protéine de type-histone Fis peut se fixer en
amont du promoteur sur des sites spécifiques, permettant une augmentation de la transcription
de virF. Le régulateur VirF active ensuite I'expression de VirB, régulateur spécifique des

genes de virulence nécessaires a l'invasion des cellules.

ChezSalmonella entericaérovarTyphimurium les flots de pathogénicité 1 et@R|-
1 et SPI-2) doivent étre exprimés pour le développement de gastroentérites chez I'hote. Le
génome de&. Typhimurium comporte cing ilots de pathogénicité nommeé SPI-1 a -5. SPI-1 et
SPI-2 codent notamment deux systemes de sécrétion de type Il ayant des roles différents :
SPI-1 participe a l'invasion des cellules épithéliales tandis que SPI-2 contribue & la survie en
macrophages. L'expression de ces ilots de pathogénicité est en général réprimée par H-NS
(Olekhnovich and Kadner, 2007; Walthaersal, 2007). Par exemple, I'expression du gene
hilA, régulateur positif du systéme SPI-1, est réprimée par H-NS dans des conditions de faible
osmolarité. Cependant, dans les conditions de forte osmolarité comme celles rencontrées dans
l'intestin, cette répression est levée. Par ailleurs, HU et Fis régulent positivai#gnt
favorisant une entrée massive des bactéries dans les cellules épithéliales (Sehedhter
2003). H-NS exerce aussi un pouvoir répresseur sur SPI-2 tandis que la protéine Fis a un réle
activateur direct ou indirect (Kellgt al.,, 2004; Limet al., 2006). Il faut noter une forte
implication d’'IHF qui est nécessaire a I'expression des différents SPI-1 a 5, notamment en
début de phase exponentielle de croissance pour SPI-1, ce qui suggere un réle important
d’'IHF dans la coordination de I'expression des facteurs de virulence (Fass and Groisman,
2009; Mangan et al., 2006).

Chez lesE. coli entéropathogenes (EPEC) et entérohémorragiques (EHEC), il existe
un ilot de pathogénicité appdl&E pour "Locus of Hterocyte Hacement” comportant en
outre les génes codant un systeme de sécrétion de type lll. Le LEE est constitué de cinq
opérons : LEE1 a LEES. Le LEE1 code la protéine L&HLEncoded_Rgulator) qui régule
positivement I'expression les autres opérons. A 27°C les opérons LEE sont réprimés par H-
NS mais cette inhibition n’a plus lieu & 37°C, conditions physiologiques d’infection (Umanski
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Figure 53 : Implication de la protéine Lrp dans la variation de phase de I'opéron codant les
pili Pap de E. cali responsables d’infections urinairefHerndayet al., 2002).
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Figure 54 : Organisation du promoteur de I'opéron fimdans la position ON.

Les protéines Lrp et IHF se fixent a leurs sites spécifiques. Les fleches indiquent les sites de
répétions inversées (IRL et IRR). Le promoteur (P) pour la transcription de l'ofigra@st a
proximité de IRR (Roesch et Blomfield, 1998).



et al., 2002). IHF régule positivement LEE1 en permettant la liaison d’un régulateur nommé

PerC a son promoteur et donc I'expression de I'anti-répresseur Ler (€tater2005).

ii. Régulation de I'expression des fimbriae chek. coli

De nombreuses structures fimbriales sont décrites dans la littérature comme servant
d’adhésine ou facteur d’adhésion pour des récepteurs situés a la surface des cellules
eucaryotes. L'adhésion des micro-organismes aux tissus de I'h6te est une étape primordiale a
la colonisation et au processus de pathogénicitéedesrobacteriacea€Krogfelt, 1991). I
existe plusieurs types de structures fimbriales, telles que les LPF (long polar fmlesae
curli, différents pili (type 1, Pap...)... et beaucoup d’entre elles sont des facteurs de virulence.

De nombreux exemples dans la littérature montrent I'implication des protéines de
type-histone, a I'exception d'HU, dans la régulation de I'expression de structures fimbriales.
C’est le cas pour H-NS qui agit comme un inhibiteur transcriptionnel de I'expressioREes
impliqués dans les capacités d’adhésion in vitro de la sdickeli (EHEC) O157 :H7 aux
cellules en cultures (Torred al., 2007; Torrest al., 2008).

Dans la bibliographie, de nombreux exemples relatent I'implication de Lrp dans la
régulation de difféerents pili impliqués dans I'adhésion. Lrp régule I'expression des Rili de
coli entérotoxinogenes (ETEC) responsables de gastroentérites chez les bovins et les porcins,
tels que les antigen€3S31A (Crostet al., 2003)K88 (Nagyet al., 1977) eK99 (Braaten et
al., 1992), ou de E. cotesponsables d'infections urinaires (UPEC) chez I'homme tels que les
antigenes Set F1845 (van der Woude and Low, 1994). De plus, Lrp est le régulateur
permettant la variation de phase de ON vers OFF et de OFF vers ON pour I'opéron codant les
pili Pap (Pyelonephritis-asociated i) des UPEC. Lrp agit dans la région promotrice de
'opéron pap, en bloquant la méthylation du site GATC distal de facon préférentielle.
Alternativement, lorsque la concentration en Lrp augmente et en fonction de la réplication de
'ADN, Lrp bloque la méthylation du site proximdfiure 53) (Herndayet al., 2002). H-NS
intervient également dans cette régulation mais n’est pas comme Lrp essentielle a I'inversion
de phase. En réalité, cette protéine de type-histone module I'expression des pili Pap en
réponse a divers stimuli environnementaux (White-Ziegteal., 1998; White-Ziegleet al.,
2000).

L’expression deili de type 1, sous la dépendance d’'un promoteur localisé sur une
séquence inversibléimS, est aussi régulée par plusieurs protéines de type-histone. La

variation de phase du promoteur est régie par les recombinases FImE et FimB qui se lient au
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Figure 55 : Modéle schématique du
mécanisme de variation de phase
des pili de type 1 chez E. coli.

Les carrés vides représentent FimB ¢
FimE, les cercles hachurés Lrp et le
cercles grisés IHF (Blomfieldt al.,
1997).
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Figure 56 : Modéle de signalisation du di-GMPwia les protéines a domaines GGDEF et EAL
dans le réseaws chez E. coli.

Le contrble de I'expression des curli et de la synthése de la cellulose est sous la dépendance de la

voie ¢° de réponse au stress.

Pendant I'entrée en phase stationnairel’'expression desS est induite et cet activateur permet
I'expression de différents génegddM et yciR codant respectivement des protéines a domaine
GGDEF et EAL emirA et csgD codant des activateurs). De plus, la protéine de type-histone H-NS
active I'expression dgdaM.

Pendant la phase exponentielle de croissand#;NS joue un réle important de régulateur négatif
sur &. De plus, H-NS est un inhibiteur permatant de I'expression de yciR.

Ainsi se met en place une cascade de régulation convergeant vers I'expression du régulateur

principal de I'expression des curli CsgD (d’apres Wedet., 2006).



niveau des sites adjacents aux séquences réepétées inversées IRL et IRR pour catalyser la
réaction de recombinaison site spécifique. Lrp se lie coopérativement au sein de la séquence
inversible fimS en trois sites spécifiques et IHF en deux sites, l'un étant localisé entre
I'extrémité 5’ de fimE et la séquence IRL (site 1), et I'autre au seifint (site 11) Figure

54) (Blomfield et al., 1997; Lahoott al., 2005; Roesch and Blomfield, 1998). Lrp et IHF
régulent ensemble le promoteur de I'opéron fim, en augmentant l'efficacité du processus
d'inversion assuré par les recombinases. Il a été montré que l'efficacité de recombinaison de
FIimB et FimE est diminuée dans les mutant ihfA etihfB (Blomfield et al., 1993; Dorman

and Higgins, 1987; Eisenstein et al., 1987). La liaison des protéines de type-hitoSech

le niveau de superhélicité entrainent des modifications de la conformation de 'ADN dans
cette région, ce qui permettrait d’aligner les séquences IRL et IRR dans une orientation
favorable a la recombinaisoRigure 55) (Blomfield et al., 1997). De plus, la protéine H-NS
intervient également dans cette régulation en diminuant préférentiellement I'expression de
fimB et en inhibant la transition de la phase OFF vers la phase ON (O'Gara J and Dorman,
2000; Schwan et al., 2002).

Pour terminer cette liste non exhaustive, un seul exemple montre I'implication de la
protéine de type-histone Fis dans la régulation de I'expressicrudesstructures fimbriales,
chez les EPEC et les EHEC. Dans ces souché&s deli, les curli permettent 'adhésion aux
cellules épithéliales intestinales et la formation de biofilms. Fis régule négativement la
transcription du genesgD codant le régulateur positif de I'opérasg codant les curli
(Saldana et al., 2009). Cependant, ces structures fimbriales ne sont pas régulées
exclusivement par Fis, d’autres régulateurs sont impliqués. H-NS, jouant habituellement un
réle de répresseur, régule a la fois de fagon négative et positive I'expression des curli en
agissant sur la transcription degD, et ceci semble étre fonction du contexte génétique de la
souche étudiée (Jubelin et al., 2005; Olsen et al., 1993; Watbal., 2006). Un modele
proposé par Weber et coll. montre I'implication a plusieurs niveaux d’'H-NS en amont d’'une
cascade de régulation aboutissant a I'expression degkigudre 56) (Weberet al., 2006). H-
NS agit notamment sur I'expression d’enzymes controlant le niveau d’'un messager second, le
di-GMPc (Bis-(3'-5')-cyclic dimeric guanosine monophosphate) qui régule positivement

'expression de csgD

En conclusion, les protéines de type-histone sont importantes pour la structure de

I’ADN procaryote mais aussi pour la régulation de I'expression des genes et notamment de
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Figure 58: Voie d’'activation du chimiotactisme.
Le stimulus est percu par des protéines membranaires qui vont étre méthylées, induisant une
phosphorylationvia le complexe CheA/CheW de CheY et CheB qui vont activer le moteur

flagellaire.



genes de virulence. Comprendre leur réle permet de mieux disséquer les meécanismes
complexes de régulation des géenes chez les entérobactéries interagissant avec les voies de

signalisation telles que les systéemes a deux composants ou les seconds messagers.

IV. 2. Les différentes voies de transduction du signal

La régulation de la synthese protéique chez les bactéries peut s’exercer a plusieurs
niveaux : sur la transcription, sur la traduction ou sur la stabilité des ARNm ou des protéines.
La régulation fait intervenir des systemes qui permettent une réponse intégrée a des stimuli
environnementaux, c’est la transduction du signal. Il existe différentes voies de transduction
des signaux chez les organismes procaryotes : les protéines sérine/thréonine kinases, les
protéines méthylées impliquées dans le chimiotactisme, les systemes a deux composants et les

seconds messagers.

2.1. Les sérine/thréonine kinases

Parmi les protéines impliquées dans la transduction du signal chez les procaryotes, les
sérines/thréonines kinases interviennent dans la régulation du métabolisme secondaire et dans
les phénomenes de différenciation morphologidtiguie 57) (Umeyamaet al., 2002).

Le couple AfsK/AfsS, récemment caractérisé cBazptomycesoelicolor, constitue
aujourd’hui le modele de régulation transcriptionnelle le plus connu concernant les
sérine/thréonine kinases. Ce systeme fait intervenir une sérine/thréonine kinase, AfskK,
capable de s’autophosphoryler avant de phosphoryler un régulateur transcriptionnel, AfsR,

dont I'affinité pour son site de fixation dépend directement de son niveau de phosphorylation.

2.2. La méthylation de protéines impliquées dans le chimiotactisme

Une autre voie de signalisation intracellulaire décrite chez les procaryotes est la
méthylation de protéines impliquées dans le chimiotactisme (Bourret and Stock, 2002). Le
schéma général de cette voie est proche de celui des systemes a deux composants (Williams
and Stewart, 1999). Le stimulus est capté par un récepteur transmembranaire qui est alors
meéthylé Figure 58). Le récepteur se présente sous forme de dimere, couplé a deux
adaptateurs CheW et un homodimere CheA. CheA activé phosphoryle les protéines
effectrices CheY et CheB. Ces dernieres agissent au niveau du moteur du flagelle pour en
réguler la rotation. Quatre récepteurs ont été caractérisé&cheli alors que plus de 40 ont
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Figure 59 : Schéma général du fonctionnement des systemes de régulation a deux
composants

La détection d’'un signal au niveau du domaine extracellulaire va activer le domaine histidine
kinase du senseur, induisant la phosphorylation d’un résidu histidine. Le groupement phosphate est
ensuite transféré sur un résidu aspartate du domaine d'activation du régulateur transcriptionnel,
conduisant a I'activation du domaine de liaison a 'ADN. Le régulateur transcriptionnel activé peut
ensuite se fixer sur des régions promotrices spécifiques pour activer ou inhiber la transcription de
génes cibles (d’aprés Rodrigue et al., 2000).



ete décrits che¥ibrio cholerae. Ce complexe est I'équivalent de I'histidine kinase dans la

voie des systemes a deux composants.

2.3. Systemes a deux composants
2.3.1. Généralités sur les systéemes a deux composants

Les systémes a deux composants sont des mécanismes de régulation transcriptionnelle
permettant une adaptation rapide de la bactérie a son environnement. Ills sont communément
retrouvés chez les procaryotes, mais quelques systemes existent également chez des
eucaryotes tels que les levures et les plantes (Betnal.,, 2001). Plus de 250 systemes
différents ont pu étre identifiés dans le monde bactérien, dont une trentain&.cbelz
(Mizuno, 1997).

Les systemes de régulation a deux composants répondent a un stimulus spécifique et font
intervenir deux protéines : un senseur enchassé dans la membrane interne et un régulateur de
transcription a localisation cytosoliquEigure 59) (Rodrigueet al., 2000). L’activation de
ces systemes repose sur des réactions de phosphorylation et de déphosphorylation. Le
domaine N-terminal du senseur forme une boucle extracellulaire a localisation périplasmique
et constitue le domaine de reconnaissance d’un signal particulier. La reconnaissance du signal
par la protéine senseur induit en général l'autophosphorylation d’'un résidu histidine localisé
dans le domaine histidine kinase en C-terminal de la protéine senseur. La molécule donneuse
du groupement phosphate lors de cette autophosphorylation est 'ATP. Grace a l'activité
phosphotransférase de la protéine senseur, le groupement phosphate est ensuite transféré sur
un résidu aspartate localisé au niveau du domaine d’activation du régulateur transcriptionnel
correspondant. Le régulateur transcriptionnel ainsi activé peut seviaespn domaine de
liaison a I'ADN, sur des régions promotrices spécifiques pour activer ou réprimer la
transcription de génes cibles. Afin de limiter I'activation ou la répression de la transcription
des genes concernés, le régulateur transcriptionnel phosphorylé est rapidement inactivé grace
a une activité phosphatase qui, dans la majorité des systemes a deux composants, se trouve au

niveau de la protéine senseur (Mizuno, 1997).

2.3.2 Le systeme d’osmorégulation EnvZ/OmpR et I'activation de la voido
Selon les conditions environnementales, la pression osmotique cytoplasmique des
bactéries est variable. Afin de résister a une entrée d’eau, la bactérie doit mettre en place des
mécanismes de transport pour maintenir la différence d’osmolarité entre le cytoplasme

bactérien et le milieu extérieur. Par exemple, les entérobactéries doivent s’adapter aux
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transcriptionnel OmpR.

A faible osmolarité, les molécules OmpR-phosphorylées (O®BpRe lient aux sites de fixation
de forte affinité en amont du promoteampF et activent la transcription du geoepF. A forte
osmolarité, les molécules OmpB-se lient aux sites de fixation de forte et faible affinité en amont
des promoteurs des geraspC et ompF, activant la transcription du gewenpC et réprimant la

Régulation transcriptionnelle des genesmpF et ompC par le régulateur

transcription du géne ompfd’apres Pratét al., 1996).




changements rapides d’osmolarité rencontrés le long du tractus intestinal, et pour cela elles
possedent le systeme a deux composants EnvZ/OmpR qui régule la transcription notamment
des génes codant les porines OmpC et OmpF permettant de modifier la perméabilité

membranaire.

Les génesompR etenvZ codantle systeme a deux composant EnvZ/OmpRsont
regroupés dans un méme opéomnpB. llIs sont transcrits en un seul ARNm polycistronique.
Cependant, un plus grand nombre de molécules OmpR est accumulé comparativement au
nombre de molécules EnvZ (Cai and Inouye, 2002). Il a pu étre identifié environ 125 génes
dont I'expression est modulée par OmpR. Diverses fonctions bactériennes telles que la
régulation de la pression osmotique, le métabolisme d’acides aminés (cystéine et leucine), la
synthese de transporteurs, le systeme de captation du fer (entérochéline) ou la synthese de
flagelles, sont sous le contrdle du systeme a deux composants EnvZ/OmpR (Tedakasue
2002).

Le mécanisme moléculaire de la régulation en réponse a I'osmolarité fait intervenir le
systeme a deux composants EnvZ/OmpR (Inaiya., 2003; Pratet al., 1996). L'osmolarité
est percue par la protéine senseur EnvZ qui possede une activité kinase mais également une
activité phosphatase. EnvZ transmet ainsi I'information au régulateur transcriptionnel OmpR
en modulant son activité par phosphorylation ou déphosphorylation. A faible osmolarité,
I'activité phosphatase de la protéine senseur EnvZ est légerement supérieure a son activité
kinase et le taux de protéines OmpR phosphorylé (O@pRst maintenu a un niveau faible.

A forte osmolarité, I'activité phosphatase de la protéine EnvZ devient plus faible que son
activité kinase, conduisant a une augmentation de la concentration cellulaire en régulateur
transcriptionnel OmpR®, qui se fixe au niveau de la région promotrice demgeibles afin

d’en moduler I'expression. En particulier, I'expression des gemgeC et ompF est régulée

par OmpR-®: a de faibles concentrations en molécules Or@RmpFest activé alors qu’'a

de fortes concentrations en molécules On@RempFest réprimé ebmpCest activé (Forst

and Inouye, 1988; Mizuno and Mizushima, 1990; Pratt and Silhavy, 1Bigpir¢ 60).

OmpC et OmpF sont des porines, c'est-a-direQM® (« Outer Membrane Protein »)
permettant la diffusion passive de petites molécules hydrophiles d’'une taille inférieure a
600Da a travers la membrane externe (pour revues : Nikaido and Vaara, 1985; Nikaido,
2003). Ces deux porines principales OmpC et OmpF sont impliquées dans la diffusion passive

de composeés cationiques, OmpF permettant I'entrée de solutés de taille plus importante que
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En présence dun signal de stress dans le périplasme (mauvais repliement des Omp ou
surexpression des Omp), la voie de régulation dépendante du facteur alternafifpggmétre

activée. La mise en route de cette voie va conduire a la modulation de la transcription de genes
cibles de facon a permettre a la bactérie de répondre aux stress rencontrés. OMP: Outer membrane
protein; IMP: Inner membrane protein (d’apres Hayden et Ades, 2008).



OmpC en raison d’'un pore d’'un diametre plus large (Beisid., 2006; Cowan et al., 1992).

OmpC et OmpF sont présentes sous forme de triméres au sein de la membrane externe et sont
fortement associées a la couche de peptidoglycane par des liaisons non covalentes (Lambert,
1988). L’expression des genes codant les porines OmpC et OmpF est régulée différemment en
réponse a plusieurs facteurs environnementaux. Ainsi le rapport OmpC/OmpF varie en
fonction de I'osmolarité du milieu, mais aussi en fonction du pH et de la disponibilité en
nutriments (Heyde and Portalier, 1987; Liu and Ferenci, 2001;d®raltt 1996). Il est & noter

gue les conditions de forte osmolarité et de température élevée observées dans l'intestin
favorisent la production de protéines OmpC et répriment la production de protéines OmpF,

limitant ainsi I'entrée des sels biliaires.

Lorsque les conditions environnementales, telles que 'osmolarité, favorisent une forte
expression des OMP, leur accumulation périplasmique et/ou leur mauvais repliemenaactive
voie RpoE (ou ¢%) (Figure 61). La voiec=-dépendante fait appel & la sous-unité de I'’ARN
polyméraseo®, & des protéines régulatrices de I'expression des génes appartenant au régulon
RpoE RseABQGiinsi qu'a des protéases périplasmiques ou membranaires telles que DegS et
RseP (Young and Hartl, 2003). La protéine RseA comprend un domaine C-terminal
cytoplasmique interagissant avec le factefirpermettant ainsi sa séquestration & proximité
de la membrane interne et empéchant sa fonctionnalité. En cas de stress, le mauvais
repliement de certaines protéines permet I'exposition d’'un motif C-terminal de type YQF,
normalement masqué au sein de ces protéines, qui active DegS en interagissant avec son
domaine PDZ. La protéase DegS clive le domaine périplasmique de RseA. Ce clivage est
favorisé par RseP qui dégrade & son tour la région membranaire de RseA. Lecfaesur
alors libéré et fonctionnel et module I'expression de I'ensemble des génes du réGulon
(Hayden and Ades, 2008; Young and Hartl, 2003).

2.3.3. Implication du systéme d’osmorégulation EnvZ/OmpR et de la vowE
dans la virulence de la souche AIEC LF82
Depuis la premiere mise en évidence du réle du systéme a deux composants EnvZ/OmpR
dans la régulation de la virulence Skigella flexner(Bernardiniet al., 1990), de nhombreuses
études ont montré l'importance de ces systemes dans la virulence d'autres espéces

bactériennes.
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Figure 62 : Modéle d'implication d’OmpC dans la virulence de la souche AIEC LF82.

L’'osmolarité du tractus intestinal va activer la voie du systéeme a deux composants OmpR/EnvZ, ce
qui va se traduire par une augmentation de I'expression de OmpC. L’accumulation périplasmique
de cette protéine va libérer le facteur de transcription alternatif RpoE qui est séquestré a la face
interne de la membrane interne. Ce dernier va augmenter I'expression des pili de type 1 et des
flagelles ainsi que d’autres facteurs de virulence (d’aprés Rahan 2007).
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Figure 63 : Voie de signalisation des seconds messagers : exemple du di-GMPc.

Les mécanismes de régulation faisant intervenir un second messager se déroulent en différentes
étapes : (1) un signal extérieur est détecté, (2) des enzymes (dans le cas présent il s’agit de protéines
a domaine EAL, GGDEF et/ou HD-GYP) synthétisent ou dégradent le second messager, (3) ce
dernier interagit directement avec son effecteur afin de (4) réguler sa cible et ainsi contréler des
mécanismes cellulaires (d’apres Hengge, 2009).



Dans la souche AIEC de référence LF82, la forte osmolarité de la lumiere intestinale est
percue par le systeme a deux composants EnvZ/OmpR, ce qui provoque une augmentation de
synthése de la porine OmpC (Rolhion et al., 2007). Le rapport entre le nhombre de porines
OmpC et OmpF présentes dans la paroi permet a la bactérie de modifier sa perméabilité
membranaire (Hall and Silhavy, 1981). La surexpression d’'OmpC engendre une accumulation
anormale de protéines dans le périplasme bactérien, entrainant alors une activation de la voie
de signalisatioro™ qui active I'expression des génes codant les pili de type 1, les flagelles,
mais aussi des facteurs de virulence non identifiés et impligués dans [linteraction
bactérie/cellule (Rolhioret al., 2007). Cependant, chez une souche MG1655, la régulation
passant par RpoE conduit a une diminution de I'expression des flagelles et des pili de type 1.
Ainsi, le milieu intestinal pourrait constituer un signal clé dans le déclenchement de
I'expression de genes de virulence chez les souches AIEC associées a la MC. La différence de
régulation de ces génes chez les E.coli non-pathogénes et les AIEC pourrait représenter pour
ces derniéres un avantage adaptatif favorisant la colonisation de la muqueuse intestinale.
(Rolhion et al., 2007)Kigure 62). De plus, le haut niveau d'expression de OmpC chez la
souche AIEC LF82, combinée avec une forte colonisation iléale par ces bactéries(Rolhion et
al., 2007), pourrait expliquer en partie les taux trés élevés d’anticorps anti-OmpC retrouves
chez les patients atteints de MC (Franchinedrdl., 2004; Landerst al., 2002).

2.4. Seconds messagers bactériens

Les seconds messagers sont décrits comme des petites molécules synthétisées en
réponse a un messager primaire et impliquées dans des systémes de transduction de signaux.
Ce sont des molécules qui agissent dans des processus cellulaires tels que le métabolisme, la
réponse au stress et I'expression de facteurs de virulence. Un mécanisme de régulation faisant
intervenir un second messager se découpe généralement en quatre paigealw@xtérieur
est transmis a demnzymespermettant la synthése ou la dégradation du second messager qui
interagit directement avec soeffecteur pour réguler unecible afin de modifier un
mécanisme cellulaire particuli@Figure 63).

Différents seconds messagers sont décrits chez les bactéries et 'exemple le plus connu

est I'implication de 'AMP cyclique dans la répression catabolique (voir paragraphe IV.1.2.).
Le di-GMPc a été découvert dans les années 1980Glnennocetobacter xylinusomme un
activateur allostérique de la cellulose synthétase BcsA permettant la mise en place d'une
matrice cellulolitique a sa surface (Aloei al., 1982; Ros®t al., 1987). Depuis, cette
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Figure 64 : Biosynthése et dégradation du di-GMPc.

Le di-GMPc est synthétisé a partir de deux GTP grace a une di-guanylate cyclase (DGC) a domaine
GGDEF. Il est hydrolysé par une phosphodiesterases A (PDE-A) a domaine EAL en pGpG linéaire

avant d'étre pris en charge par une PDE-B & domaine HD-GYP qui catalyse une hydrolyse en
donnant deux molécules de GMP (d’aprés Tanghpb, 2007).



molécule a été déecrite comme jouant un role de second messager aux effets pléiotropiques

chez la plupart des bactéries.

2.4.1. Biosynthese et hydrolyse du di-GMPc

La concentration intracellulaire en di-GMPc est sous le contrble de deux types
d’enzymes cytoplasmiques ou membranaires aux activités opposées, appelées di-guanylate
cyclase (DGC) et phosphodiestérases (PDE). Les DGC permettent la synthese du di-GMPc en
associant deux molécules de guanosine-triphosphate (GTP) en di-GMPc, alors que les PDE
hydrolysent la molécule de di-GMPc en deux guanosine-monophosphate (GMP). Les PDE de
type A (PDE-A) clivent de facon irréversible le di-GMPc en une molécule linéaire, le pGpG,
qui est alors pris en charge par une PDE de type B (PDE-B) pour étre dégradé en deux
molécules de GMPHFgure 64). Ces enzymes, tout d’abord identifiees ckezxylinus,
possedent des domaines protéiques particuliers appelés GGDEF pour les DGC, EAL pour les
PDE-A et HD-GYP pour les PDE-B. Les protéines comprenant ces domaines sont retrouvées
dans la plupart des espéces bactériennes mais sont absentes chez les archaebactéries et les
eucaryotes. Ces observations suggerent que le di-GMPc est un second messager spécifique
des bactéries (Galperin et al., 2001). Cependant le nombre de protéines a domaine GGDEF,
EAL et HD-GYP varie selon les especes bactériennes. Il existe également des protéines
comportant plusieurs domaines EAL, HD-GYP et/ou GGDEF, multipliant les combinaisons
de régulation de la concentration en di-GMPc. A titre d’exemple, Ecodk 13 protéines a
domaine GGDEF, 11 a domaine EAL, 6 a domaines EAL/GGDEF mais pas de protéine a
domaine HD-GYP ;Pseudomonas aeruginosade 19 protéines a domaine GGDEF, 5 a
domaine EAL, 3 a domaine HD-GYP, et 16 a domaines EAL/GGDEFWileio cholerae
code 31 protéines a domaine GGDEF, 22 a domaine EAL, 9 a domaine HD-GYP, et 10 a
domaines EAL/GGDEF.

2.4.2. Mécanismes d’action
I. La perception des signaux
La concentration intracellulaire en di-GMPc dépend des enzymes di-guanylate cyclase
(DGC) et phosphodiesterases (PDE) décrites précédemment mais aussi de leurs spécificités
d’action (Pour revue : (Hengge, 2009; Ryan et al., 2006; Tamayo et al., 2007)). La plupart des
protéines a domaine EAL, GGDEF et/ou HD-GYP possédent un autre domaine en N-terminal
qui leur sert de domaine senseur, rappelant ainsi le domaine histidine kinase des protéines

senseurs des systémes a deux composants. La présence de ce type de domaine suggere que
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des signaux environnementaux et/ou cellulaires sont impliqués dans la régulation de la voie
du di-GMPc. Certaines DGC ou PDE peuvent posséder un ou plusieurs domaine(s)
transmembranaire(s) associé(s) au domaine senseur, ce qui permet a certaines bactéries a
Gram négatif d'exposer des sites senseurs au niveau du périplasme. Plusieurs types de signaux
environnementaux ou intracellulaires peuvent ainsi étre percus. Certains domaines sont
spécifiques a un signal, par exemple le domBAS8 (photoactive yellow protein-like sensor
domain) qui se lie a la flavine ou a I'hnéme permettant de signaler la présence de molécules
d’oxygéne ou les conditions redox. Les protéines a don@#le lient des mononucléotides
cycliques et des protéines de faibles poids moléculaires, et celles a d@mdirdblue light

using FAD), dépendant du FADI4lin aenine _éhucléotide), permettent de détecter la
lumiére bleue. Ces protéines a domaine BLUF sont présentes chez la plupart des bactéries et
portent parfois un domaine EAL, comme c'est le cas notamment pour BlrRElmzgella
pneumoniaet YcgF dekE. coli (Barendset al., 2009; Tschowet al., 2009).

Les DGC et les PDE peuvent également porter d'autres types de domaines
caractéristiques de voies de transduction de signaux bactériens. Par exemple, le domaine REC
est un domaine receveur des systemes a deux composants. Il a été montré que la
phosphorylation de ce domaine est nécessaire pour l'activité enzymatique des domaines EAL
ou GGDEF associés, comme montré cBezrelia burgdorferj Caulobacter crescentust
Vibrio cholerae (Martinez-Wilson et al., 2008; Ryjenkov et al., 2005; Wassmann et al.,
2007).

Ainsi, il existerait un meécanisme par lequel un signal percu permettrait une
modulation directe de la concentration en second messager par la régulation des activités PDE
et DGC. Pour conclure, certaines DGC ou PDE peuvent avoir plusieurs domaines senseurs,
illustrant une nouvelle fois la complexité d’intégration des signaux et la flexibilité de la voie
du di-GMPc.

ii. Le transfert des signaux par la liaison a un effecteur

Pour exercer ses fonctions, le di-GMPc doit fixer un effecteur afin d’en modifier la
conformation et donc le fonctionnement. Les sites de fixation du di-GMPc sont variés, ce qui
lui confére un large spectre d'action, et le plus étudié est le dorRdibe L'analyse
structurale de la liaison du domaine PilZ avec le di-GMPc a montré que celle-ci entrainait un
changement conformationnel de la protéine, justifiant ainsi la fonction de régulateur
allostérique du di-GMPc (Benach et al., 2007). La protéine a domaine PilZ peut porter elle-

méme l'activité effectrice, ou interagir par liaison protéine-protéine avec un effecteur. Le
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Figure 65 : Effecteurs putatifs du di-GMPc.

A. Le di-GMPc (cercle rouge) peut se fixer au niveau du domaine de fixation du PilZ (bleu) et agir
sur sa cible moléculaire (orange) associée ou consécutivement a une interaction protéine-protéine.
B. Le di-GMPc peut interagir directement avec une cible métaboliquement active pouvant étre une
protéine régulatrice (exemple FleQ) ou des protéines a domaine GGDEF par la fixation dt. site .

Le di-GMPc peut s’associer au riboswitch (domaine GEMM) des ARNm pour réguler directement
de fagon positive ou négative la transcription (d’aprés Jenal et Malone, 2006).

GTP di-GMPc

! Catalyse
—"

(di-GMPc),

Figure 66 : Modele d'autorégulation de la synthese en di-GMPc: exemple de PleD chez
Caulobacter.

Le domaine catalytique DGC (vert) est lié au domaine D1/D2 (orange) tout en restant mobile. PleD
est activé par la phosphorylation du domaine D1 qui induit une dimérisation de la protéine et
permet la synthese de di-GMPc a partir de deux GTP (jaune). Une inhibition allostérique se produit
par la fixation de deux molécules de di-GMPc au site | immobilisant le site catabolique et inhibant
sa propre synthese (d’apres Cleaal., 2004).



changement de conformation da a la liaison du di-GMPc module donc l'activité effectrice de
maniére directe ou indirec{&igure 65A). Il faut noter que les protéines effectrices peuvent
comporter des domaines de type EAL, GGDEF ou HD-GYP permettant une auto-régulation
de la concentration en di-GMPc. Chezcoliil n’existe que deux protéines a domaine PilZ :

une cellulose synthétase et la protéine YcgR servant de récepteur cellulaire au di-GMPc
impliqué dans la régulation de la mobilité (Amikam and Galperin, 2006; Ko and Park, 2000).

Le di-GMPc peut aussi interagir directement avec la protéine cible métaboliquement
active Figure 65B). Par exemple cheR. areruginosa il peut se lier directement au facteur de
transcription FleQ et conduire a son inactivation (Hickman and Harwood, 2008). D’autres
effecteurs a domaine GGDEF sont régulés négativement suite a la fixation du di-GMPc sur le
site inhibiteur,site | (poche de fixation du di-GMP c), localisé proche du site A, site actif
(motif GGDEF). C’est le cas pour la di-guanylate cyclase PleD qui, par la fixation de son
propre produit, subit des modifications allostériques conduisant a son inactivagore (66)

(Chan et al., 2004; Leet al., 2005), indiguant que l'auto-régulation de la concentration en di-
GMPc est trés fine au sein de la bactérie. Cependant il faut noter gu’il existe des protéines
portant des sites | localisés en amont de sites A dégénérés, dans ce cas leur fonction reste mal
connue.

Pour terminer, le di-GMPc est aussi un ligand pour wlesswitchs (domaine
GEMM ) qui sont des structures formées au niveau des régions 5’ de certains ARN messagers,
participant a la régulation de I'expression des genes. La liaison allostérique du di-GMPc
modifie la structure globale de I'ARN, ce qui influence positivement ou négativement la
traduction et/ou la transcription (Figure 65CJeci a été démontré chez les eubactéries en
général et ce passage depuis la forme « ARN libre » vers la forme « ARN associé au di-
GMPc » permettrait de détecter les changements de concentration en di-GMPc afin d’adapter
« le mode de vie » des bactéries (Kulsh&tal., 2009; Smith et al., 2009; Sudarsan et al.,
2008).

iii. Les cibles et la théorie du fractionnement spatio-temporel

Le di-GMPc se fixe sur de nombreux récepteurs et cette diversité se reflete dans les
cibles cellulaires et les mécanismes de régulation affectés. Le di-GMPc agit au niveau
transcriptionnel, notamment par sa fixation au riboswitch, mais aussi par la régulation de
facteurs de transcription comme par exemple FleQ (Hickman and Harwood, 2008). De plus,
de nombreux exemples ont montré que le di-GMPc pouvait agitastivité enzymatique.

L'exemple le plus connu est celui de BcsA puisque la modification de I'activité cellulose
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Figure 67 : Fractionnement spatio-temporel de la concentration en di-GMPc.

Exemple schématique de lintégration de la voie du di-GMPc dans le cycle cellulaite de
crescentus donnant naissance a deux bactéries filles: une mobile et une immobile. La protéine TipF
a domaine EAL (bleu) est localisée a un podle de la bactérie et la DGC PleD a domaine GGDEF
(rouge) a l'autre pdle. La mise en place de flagelles dans la cellule mobile requiert I'action de TipF
et donc un faible niveau en di-GMPc. En revanche, dans la cellule immobile, la perte de mobilité et
la mise en place d’'une structure de stabilisation (étrier et tige) nécessite une forte concentration en
di-GMPc donc l'action de la protéine PleD (d’aprés Jenal et Malone, 2006).



synthétase de cette protéine par le di-GMPc a permis la découverte de ce second messager
(Aloni et al., 1982; Rosst al., 1987). Le di-GMPc agit également niveau destructures
complexestelles que le corps basal des flagelles. Qbaalobacter crescentust E. coli, la

fixation du di-GMPc sur le domaine PilZ de la proteine DgrA ou de son homologue YcgR
conduit a la formation d'un complexe qui interfere directement ou indirectement avec le
moteur du flagelle et conduit a son inactivité (Christen et al., 2007; Ko and Park, 2000). Pour
terminer, le di-GMPc peut aussi intervenir indirectement sur la dégradation protéolytigue
facteurs bactériengn effet, cheL. crescentufa liaison du di-GMPc au site | de la protéine

a domaine GGDEF PopA conduit a la libération du régulateur du cycle cellulaire CtrA. CtrA
sera alors dégradé par la protéase ClpXP, permettant ainsi la progression du cycle cellulaire
(Dueriget al., 2009).

Les récepteurs du di-GMPc et les cibles des processus de régulation par ce second
messager sont tres variés, ce qui lui confére un réle pléiotropique dans le métabolisme
bactérien. Il semblerait que I'ensemble soit contrélé par un phénomesequlestration
temporelle et/ou spatialedu second messager. En effet, les differentes DGC et PDE ne sont
pas exprimées et/ou activées en méme temps, il existe des spécificités de réponse a certains
signaux comme décrit précédemment. Il a été montré que la concentration intracellulaire en
di-GMPc varie en fonction de la phase de croissance bactérienne, elle est notamment trés
diminuée en fin de phase stationnaire cl&zTyphimurium (Simmet al., 2009). De
nombreux auteurs suggerent I'existence d’une micro-compartimentation des concentrations en
di-GMPc grace a une localisation tres spécifigue des PDE et DGC au sein méme de la
bactérie. L'exemple le plus marquant est celui de la division cellulaire asymétriqQe de
crescentugFigure 67) (pour revue : (Jenal and Malone, 2006). L'expression polaire de la
protéine a domaine GGDEF PleD conduit a une augmentation localisée de la concentration en
di-GMPc qui permet la mise en place d’'une structure de fixation dans une des bactéries filles.
A l'autre podle est recrutée la protéine a domaine EAL TipF qui par son activité¢ PDE fait
chuter localement la concentration en di-GMPc, entrainant notamment la mise en place d’'une
structure flagellaire rendant l'autre bactérie fille mobile. Cet exemple montre a quel point une
régulation compartimentée de la concentration en second messager peut jouer un roéle

important dans la physiologie bactérienne.
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Figure 68 : Voie de signalisation du di-GMPc chez E. coli

Durant la transition de la phase exponentielle a la phase stationnaire de croiEsaoicenhibe
I'expression des flagelles et induit celle des curli. En haut de la cascade de régulation se retrouvent
différentes sous unités sigma de 'ARN polymérase en compétitions ainsi que FliZ qui inhibe
sigm&. Le niveau de régulation inférieur fait intervenir le di-GMPc pour la transition de la mobilité
alimmobilité. La concentration en di-GMPc est régulée de facon opposée par les DGCs a domaine
GGDEF (YegE et YedQ) dépendante de sigeatala PDE a domaine EAL YhjH dépendante du
régulon flagellaire. Lorsque la synthese des flagelles s’arréte, lors de I'entrée en phase stationnaire,
la protéase ClpX dégrade le régulateur FIhDC ne permettant plus I'activation d’YhjH et donc une
accumulation de di-GMPc. Ce second messager fixe alors son effecteur YcgR et inhibe la synthése
des flagelles. De plus, la transcription@gD (Régulateur de I'expression des curli) est sous le
contrdle de YegE et d'autres enzymes de la voie du di-GMPc comme YdaM et YciR. Pour
terminer, la DGC YaiC sous le contréle de CsgD est requise pour la production de cellulose et son
effet est contrebalancé par YoaD (d’aprés Hengge, 2009).

B

Figure 69 : Modele montrant le role de YcgR dans le contréle de la mobilité.

A. Représentation schématique du rotor (FIliG (vert), FliM (rose), et FIiN (gris)) et du complexe
protéique du starter (rouge) du flagelle. YcgR (jaune) est représenté relié a FliM. La partie chargée
du domaine C-terminal de FIliG est le site d'interaction avec le complexe diartex.liaison du
di-GMPc au domaine N-terminal de YcgR entraine son repliement permettant sa fixation au
domaine C-terminal de FliG. Cette interaction induit une réorientation du domaine C-terminal de
FIiG et donc un réarrangement protéique empéchant la liaison rotor/starter (d’aprés &aul
2010). Microscopie électronique : Browtal., 2007.



2.4.3. Exemples de régulations géniques dépendantes du di-GMPc chez des
bacilles a Gram négatif

Il apparait que la concentration en di-GMPc régule inversement la formation de
biofilms ou « vie sédentaire » et la synthese de flagelles ou « vie nomade » chez les bacilles a
Gram négatif. Dans cette étude bibliographique, nous nous intéresserons dans un premier
temps a I'implication de ce second messager &hemliou plusieurs couples d’enzymes de
type PDE et DGC agissent de maniere coordonnée sur la transition de la mobilité a
I'immobilité en régulant de facon différentielle I'expression des flagelles et celles des curli
ainsi que la synthese de la celluldegure 68) (Pour revue : Hengge, 2009, Tamayo et al.,
2007 et Cotter and Stibitz, 2007). Ce phénomene fait intervenir d'une part le régulateur de la
voie flagellaire FliA contrdlanyjhH, et d’autre part par le régulateur général de la réponse
aux stress sigma S contrélant yegjfyedQ. YhjH par son activité PDE dégrade le di-GMPc et
permet la mobilité bactérienne. En phase stationnaire de croissance, lorsque la voie sigma$S est
activée, les enzymes de type DGC YegE et YedQ sont exprimées et synthétisent du di-GMPc
qui se fixe alors au domaine PilZ d’YcgR et inhibe la mobilité (Giegial., 2007; Pesavento
et al., 2008; Ryjenkov et al., 2006). Ce mécanisme d’inhibition a récemment été décrit par
Paul et coll. comme une action mécanique de « freinage » ou le complexe di-GMPc/YcgR se
fixe aux sous-unités FliM et FIiG, ce qui entraine le blocage du rotor flageFaineré 69)

(Paul et al. 2010). Ainsi, lorsqu’il y a accumulation de di-GMPc, la mobilité est réprimée
mais en contre-partie il y a induction de I'expression des curli et de la synthése de cellulose
par activation transcriptionnelle du régulateur positif CsgD. Ce systeme coopere avec deux
autres couples de protéines a domaines EAL/GGDEF (YdaM/YciR et YaiC/YoaD) qui
contrblent exclusivement I'expression des curli et la synthése de cellulose sans agir sur la
mobilité (Brombacheet al., 2006; Webeet al., 2006). La concentration en second messager
influe donc sur le mode de vie bactérien. En résumé, si elle est faible la bactérie est mobile, si
elle est élevée la bactérie reste statique.

Le contrble exercé au travers de la concentration en di-GMPc sur la transition entre
deux états physiologiques est souvent observé chez les bactéries pathogene¥itoimme
cholerae S. Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa chez qui le di-GMPc régule inversement
la formation de biofilm et la virulence. Par exemple la variation de concentration en di-GMPc
permet &V. cholerae de s’adapter a son environnemdfig(ire 70). En effet, chez son héte la
bactérie va capter des signaux activant le systeme VieSAB conduisant a I'expression de la
PDE a domaine EAL VieA et donc a une dégradation du di-GMPc. Lorsque la concentration

en di-GMPc est faible, il y a activation transcriptionnelle des genes de virubtxasB
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Figure 71 : Modéle dimplication du di-
GMPc dans la régulation des facteurs de
virulence de V. cholerae

Lorsque la bactérie se retrouve chez son hof
la perception de signaux (encore inconnt
conduit & la diminution de concentration en d
GMPc et a lexpression de facteurs d
virulence (toxine choleriquetxAB, pili tcpA-F

et flagelles). Deux voies distinctes faisan
intervenir le di-GMPc agissent parallelement
le systeme AphA-B/ AcgA-B et vieSAB
(d'aprés Cotter et Stibitz, 2007; Tamastoal.,
2007).

Figure 72 : Modele d'implication du di-
GMPc dans la régulation des facteurs de
virulence de P. areruginosa.

Deux mécanismes de réponse a des signaux
environnementaux agissent de fagcon opposé
sur la régulation de la concentration en di-
GMPc pour exercer un « switch » entre
virulence (systeme de sécrétion de type lll)
et formation de biofilm (génesup). L'un
d’eux fait intervenir le locusvsp, activant la
protéine a domaine GGDEF WSspR, et
lautre le systéme a deux composant
rocSRA, activant le receveur a domaine
EAL RocR (d'aprés Cotter et Stibitz, 2007).

Figure 70 : Modéle d’'implication du di-GMPc
dans [l'adaptation de V. cholerae a son
environnement.

La variation de concentration en di-GMPc
régulée par les PDEs et DGCs permet a la
bactérie d’adapter son « mode de vie » a son
environnement. Lorsque la concentration en di-
GMPc est élevée la bactérie va survivre dans son
réservoir en formant un biofilm. Chez I'héte,
lorsque le niveau en second messager est faible,
la bactérie va exprimer ses différents facteurs de
virulence (d’'aprés Tamaya al., 2007).
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(cholera toxin) etcpA-F (toxin co-regulated pilus) et inhibition des gengsA-Q (Vibrio
polysaccharide synthesis) permettant la mise en place de biéhguré 71) (Cotter and
Stibitz, 2007). Récemment, il a été mis en évidence que la protéine VspT interagit directement
avec le di-GMPc et joue alors le réle de régulateur transcriptionnel agissant inversement sur la
synthese des biofilms et la mobilité (Krastetal.). Ce systeme n’est pas le seul systeme de
régulation de la virulence faisant intervenir le di-GMPc c¥iezholeraepuisqu’il a aussi été
montré l'implication d’autres protéines a domaines EAL et GGDEF telles que AcgA et B
contrblées par le régulateur transcriptionnel AphA.

Un autre exemple bien décrit dans la littérature est celu?.deeruginosa. Deux
systemes indépendants agissent sur la concentration en di-GMPc en réponse a des signaux
environnementaux pour contréler la transition entre I'expression de la virulence (mise en place
du systeme de sécrétion de type lll) et la formation de biofilm (expression descgehes
(Figure 72). L'un d’eux fait intervenir le locusvsp afin d’activer la protéine a domaine
GGDEF WspR. Parallelement, le systeme a deux compasm8RApermet I'expression du
génerocR codant un receveur comportant aussi un domaine EAL (Cotter and Stibitz, 2007).
D’autres protéines d€®. aeruginosa régulant la concentration en second messager sont
impliquées dans la virulence, notamment les protéines a domaine HD-GYP (Ryan et al.,
2009) et la protéine a domaine EAL PvrR qui contrebalance l'activation desaygnesr le

régulateur transcriptionnel RcsB (Mikkelsen et al., 2009).
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Présentation des résultats

L’ensemble des travaux présentés dans ce mémoire avait pour objectif la compréhension
des mécanismes permettant I'expression de la virulence des souches AIEC, a la fois en
modéle cellulaire et en modéle murin de colite induite, afin d’identifier les facteurs bactériens
et les facteurs de I'hdte impliqués dans la colonisation intestinale des AIEC et le

développement de l'inflammation.

» Une premiere étude, partant de l'observation qu’'un mutant n’exprimant plus de
flagelles perd de fagcon concomitante sa capacité a synthétiser des pili de type 1, porte sur la
co-régulation de I'expression de ces différentes structures de surface. Nous avons pu monter
gue cette co-régulation complexe dépend du taux de di-GMP cyclique. En effet le régulateur
FliA du régulon flagellaire active I'expression de la phosphodiestérase a domaine EAL YhjH.
Cette enzyme est responsable de la dégradation du di-GMP cyclique. La diminution de la
concentration intracellulaire de ce second messager bactérien entraine notamment I'activation

des génes permettant la synthese des pili de type 1.

» Une seconde étude présente le réle des protéines histone-like dans la régulation de la
virulence de la souche AIEC LF82 et indique que parmi celles-ci la protéine de type-histone
Fis dont I'expression est diminuée au contact des cellules épithéliales intestinales en culture
(I-407) joue un r6le clé. En effet au contact des cellules, I'expression de la recombinase
FimE, permettant une inversion du promoteur de I'op&irardu ON vers le OFF, n’est plus
activée et ceci conduit a une surexpression des pili de type 1.

» Une derniere étude portant sur I'annotation et I'analyse du génome de la souche de
référence AIEC LF82 a permis de mieux caractériser cette souche et de confirmer, par
multiples approches (MLST, identification de CRISPR, comparaisons génétiques), son
appartenance au groupe B2 comprenant la pluparE.deoli pathogenes. De plus cette
annotation a permis de mettre en évidence I'existence de genes spécifiques, de potentiels ilots
de pathogénicité et de facteurs de virulence restant a caractériser pour mieux appréhender le
r6le de ces souches dans la maladie de Crohn.

85






> 1. Le facteur flagellaire sigma FliA réqule les capacités

d’adhésion et d'invasion dEscherichia coli associés a la maladie

de Crohnvia la voie dépendante du di-GMP cyclique.
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Introduction

Chez les patients atteints de MC, une prévalence élevée de soudbesdalidortement
associées a la muqueuse a été retrouvée au niveau iléal, pouvant représenter jusqu’a 100% de
la flore totale aéro-anaérobie (Darfeuille-Michaud et al., 1998). Ces bactéries nommeées AIEC
pour Adherent-InvasiveE. coli présentent un fort pouvoir d'adhésion et d’invasion des
cellules épithéliales intestinales en culture. De telles bactéries pathogénes ont été isolées au
niveau iléal chez 36,4% de patients atteints de MC contre seulement 6,0% chez des sujets
contr6les (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Il semblerait que ce pathovir deli possede
des caractéristiques lui permettant une tres bonne adaptation au tractus intestinal.

Les flagelles, synthétisés par un grand nombre d’especes bactériennes, sont responsables
de la mobilité et par conséquent de la virulence de certaines bactéries pathogenes. En effet, la
mobilité conférée par les flagelles est indispensable au pouvoir invasif de certains micro-
organismes, tels que I€s coli entéropathogenes (Giron et al., 20023monella serovars
Typhimurium et Enteritidis (Dibb-Fulleet al., 1999; Schmitet al., 2001),Campylobacter
jejunii (Yao et al., 1994) owibrio anguillarum (Ormondeet al., 2000). Cependant, le réle
des flagelles dans l'invasion n’est pas toujours restreint a la mobilité qu’ils conférent aux
bactéries. En effet, une étape de centrifugation permettant d’établir un contact étroit entre la
bactérie et les cellules épithéliales, ne permet pas a un mutant non flagedéudtmmonas
aeruginosade pénétrer dans les cellules épithéliales en culture (Flesalg, 2001).Chez la
souche AIEC LF82, les flagelles jouent un réle important dans l'interaction des bactéries
AIEC avec les cellules épithéliales par la mobilité qu’ils conferent aux bactéries mais
egalement en régulant I'expression des pili de type 1 (adhésine majeure des souches AIEC
reconnaissant le récepteur CEACAMG6 au niveau des entérocytes) et d'autres facteurs restant a
identifier (Barnich et al., 2003). De plus, les flagelles jouent un rble important dans
'aggravation d’'une colite induite au DSS (Carvalho et al., 2008). En effet, La détection de
flagelline par les récepteurs de I'immunité innée TLR-5 et IPAF induit la production de

cytokines proinflammatoires IL-18t IL-6 (Carvalho et al., 2008).

Des travaux antérieurs menés au laboratoire avaient mis en évidence l'existence de
systemes de régulation de la virulence chez les bactéries AIEC lors de I'étude du
comportement de mutants de la souche AIEC LF82 dépourvus de flagelles. La délétion du

genefliC, codant la flagelline FliC, sous-unité structurale majeure des flagelles, entraine une
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diminution de I'expression de I'opéron flhD@ettant ainsi en évidence I'existence d’un rétro-
contréle négatif au sein de la voie flagellaire chez la souche AIEC LF82. L'objectif de cette
premiére partie de mon travail de thése a été didentifier les différents intermédiaires
impliqués dans la régulation coordonnée des flagelles et des pili de type 1 chez la souche
AIEC LF82.
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The invasion of intestinal epithelial cells by the Crohn dis-
ease-associated adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) strain
LF82 depends on surface appendages, such as type 1 pili and
flagella. The absence of flagella in the AIEC strain LF82 results
in a concomitant loss of type 1 pili. Here, we show that flagellar
regulators, transcriptional activator FIhD,C,, and sigma factor
FliA are involved in the coordination of flagellar and type 1 pili
synthesis. In the deletion mutants lacking these regulators, type
1 pili synthesis, adhesion, and invasion were severely decreased.
FliA expressed alone in trans was sufficient to restore these
defects in both the LF82-AflhD and LF82-AfliA mutants. We
related the loss of type 1 pili to the decreased expression of the
FliA-dependent y/jH gene in the LF82-AfliA mutant. YhjH is an
EAL domain phosphodiesterase involved in degradation of the
bacterial second messenger cyclic dimeric GMP (c-di-GMP).
Increased expression of either y/#jH or an alternative c-di-GMP
phosphodiesterase, yahA, partially restored type 1 pili synthesis,
adhesion, and invasion in the LF82-AfliA mutant. Deletion of
the GGDEF domain diguanylate cyclase gene, yaiC, involved in
c-di-GMP synthesis in the LF82-AfliA mutant also partially
restored these defects, whereas overexpression of the c-di-GMP
receptor YcgR had the opposite effect. These findings show that
in the AIEC strain LF82, FliA is a key regulatory component
linking flagellar and type 1 pili synthesis and that its effect on
type 1 pili is mediated, at least in part, via a c-di-GMP-depend-
ent pathway.

Many virulent bacteria, including Aeromonas caviae (1),
Campylobacter jejuni (2), Clostridium difficile (3), Helicobacter
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pylori (4), Legionella pneumophila (5), Salmonella enterica
serovar Typhimurium (6), and Vibrio cholerae (7), use flagellar
motility to avoid unfavorable environments and to establish
replication niches at different stages of infection. In Enterobac-
teriaceae, flagellar type III secretion and assembly are strictly
dependent on the organization of a hierarchy that controls the
sequential expression of structural and regulatory genes. In
Escherichia coli and Salmonella typhimurium, the heterotet-
rameric transcription factor FIhD,C, (8) is positioned at the top
of the flagellar expression hierarchy, where the decision to pro-
duce flagella is made (9, 10). The flhDC operon encoding
FIhD,C, is transcribed from a class 1 flagellar promoter.
FIhD,C,, in turn, activates 0’°-dependent transcription from
the class 2 flagellar promoters that drive expression of the
structural subunits required for the hook-basal body structure
and expression of regulatory subunits (10, 11). One of these
regulatory subunits, 0”® or FliA, is encoded by the fliAZ operon.
FliA can associate with the core RNA polymerase to drive tran-
scription of the class 3 flagellar genes (12). The activity of FliA
depends on its interaction with the cytoplasmic anti-sigma fac-
tor FlgM, which inhibits the FliA-RNA polymerase association
until completion of the hook-basal body assembly, at which
point the anti-sigma factor is secreted (13). It has been sug-
gested that additional negative feedback loops exist to ensure
that every stage of flagellar assembly is signaled prior to synthe-
sis of the components for the next stage. This feedback control
allows cells to avoid costly production of unnecessary flagellar
subunits (14).

Global transcriptional profiling in E. coli (15), S. typhi-
murium (16), and Yersinia enterocolitica (17, 18) demonstrated
that flagellar regulators FIhD,C, and FliA control numerous
genes other than those involved in flagellar biogenesis. These
flagellar regulators have been shown to affect the synthesis of
virulence factors, directly and indirectly, such as secreted
hemolysin in Proteus mirabilis (19), the type III secretion
system-1 in Salmonella (20), the Lap phospholipase in Y.
enterocolitica (21-23), an exoenzyme in Xenorhabdus nema-
tophila (24, 25), an invasion factor in C. jejuni (26), and fac-
tors involved in the intracellular growth of L. pneumophila
in amoebas and determinants for the cytotoxicity against
macrophages (27, 28). Together, these findings indicate that
coordinated regulation of motility and virulence factor syn-
thesis is not limited to Enterobacteriaceae.
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TABLE 1
Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Relevant characteristics

Source or reference

Strains
LF82 E. coli isolated from an ileal biopsy of a patient with CD Ref. 54
LE82-AfliC LF82 mutant deleted of fIiC gene Ref. 32
U306 E. coli K-12 mutant deleted of fIi1D gene, chloramphenicol" Ref. 55
U309 E. coli K-12 mutant deleted of fliA gene, chloramphenicol” Ref. 55
LE82-AflhD LF82 mutant deleted of flhD gene from U306 This study
LE82-AfliA LF82 mutant deleted of fliA gene from U309 This study
LE82-fimA:: Tn5 phoA Tn5-phoA insertion into fimA of strain LF82 Ref. 31
LE82-AfliZ LF82 mutant deleted of fliZ gene This study
LF82-AyaiC LF82 mutant deleted of yaiC gene This study
LEF82-AfliADyaiC LF82 mutant deleted of fliA and yaiC genes This study
LF82-AycgR LF82 mutant deleted of ycgR gene This study
LE82-AfliADycgR LF82 mutant deleted of fliA and ycgR genes This study
LF82-ABcsC LF82 mutant deleted of BcsC gene This study
Plasmids

pKOBEG pBAD cloning vector harboring 1 phage redyBa operon, chloramphenicol” Ref. 36
pKD46 pBAD cloning vector harbouring I phage redyBa operon, ampicillin® Ref. 35
pKD4 Plasmid carrying a kanamycin resistance cassette Ref. 35
pBADI18 E. coli cloning vector, ampicillin” Ref. 56
pBADfIhDC pBAD18 harboring the entire fI7DC operon of LE82 E. coli, amplified with fIhDCFHind and fl#DCRXba This study
pBADfliA pBAD18 harboring the entire fliA gene of LE82 E. coli, amplified with fliAHind and fliARXba This study
pBADyhjH pBAD18 harboring the entire y/jH gene of LF82 E. coli, amplified with y/jHEcoF and yhjHHindR This study
pBADyaiC pBAD18 harboring the entire yaiC gene of LF82 E. coli, amplified with yaiCXbaF and yaiCHindR This study
pLITMUS28 Ampicillin vector NEB
pLyahAQ pLITMUS28 harboring the yahA gene from MG1655 E. coli Gomelsky
pUC19 E. coli cloning vector, oriColE1, ampicillin® Biolabs
pycgR pMS258 harboring the entire ycgR gene of E. coli K12 cloned in pUC19 Ref. 39
pORN104 Plasmid harboring the entire fim operon of K12 E. coli strain J96 cloned in pRN2010 Ref. 57
PRN2010 Cloning plasmid Ref. 57

Our study concerns a new pathogenic group of E. coli asso-
ciated with ileal lesions of Crohn disease (29, 30). The strains
belonging to this pathovar, designated adherent-invasive E. coli
(AIEC), are able to adhere to and to invade intestinal epithelial
cells and replicate within macrophages (29). AIEC adhesion to
and invasion depend on the type 1 pili that are involved in
triggering membrane extensions in epithelial cells (31). How-
ever, the type 1 pili of AIEC reference strain LF82 are not able to
confer invasiveness to a nonpathogenic E. coli strain K-12,
which proves that the genetic background of AIEC is essential.

Flagella play important roles in the adhesion to and invasion
of strain LF82 (32). The nonmotile aflagellar LF82-AfliC
mutant shows a drastic down-regulation of type 1 pili synthesis,
a decrease in adhesion and invasion abilities, and a feedback-
induced decrease in the flagellar regulator f/ZDC mRNA levels.
This demonstrates that, in strain LF82, as in other bacteria
mentioned above, flagellar motility and other factors are
coregulated. In this report, we gained insights into the coregu-
lation of flagella, type 1 pili synthesis, adhesion, and invasion in
strain LF82. We disrupted the fliD and fliA genes to test
whether FIhD,C, and FliA are involved in the direct or indirect
transcriptional regulation of genes encoding type 1 pili. We
further show that FliA affects phase variation, which results in
increased type 1 synthesis via a regulatory pathway involving a
novel second messenger, cyclic dimeric GMP (c-di-GMP).”

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial Strains, Plasmids, and Cell Lines—Strain AIEC
LF82 was isolated from a chronic ileal lesion of a patient with
Crohn disease and belongs to E.coli serotype O83:HI1. It
adheres to and invades HEp-2, Intestine-407, and Caco-2 cells

2 The abbreviation used is: c-di-GMP, cyclic dimeric GMP.
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(29). E. coli strain JM109 was used as host strain for cloning
experiments. Bacterial strains and plasmids used in this study
are listed in Table 1.

Plasmid vector pBAD18 was used in cloning experiments.
Bacteria were grown routinely in LB broth or on LB agar plates
overnight at 37 °C. Antibiotics were added at the following con-
centrations: ampicillin (50 pg/ml), kanamycin (50 pg/ml), and
chloramphenicol (25 pug/ml).

Intestine-407 cells (derived from human intestinal embry-
onic jejunum and ileum) were purchased from Flow Laborato-
ries, Inc. (McLean, VA). Cultured cells were maintained in an
atmosphere containing 5% CO, at 37 °C in modified Eagle’s
medium (Seromed, Biochrom KG, Berlin, Germany) supple-
mented with 10% (v/v) fetal calf serum (Seromed), 1% nones-
sential amino acids (Invitrogen), 1% L-glutamine (Invitrogen);
200 units of penicillin, 50 mg of streptomycin, and 0.25 mg of
amphoterocin B per liter; and 1% minimal essential medium
vitamin mix X-100 (Invitrogen).

Adhesion and Invasion Assays—The bacterial invasion was
performed using the gentamicin protection assay. Briefly,
monolayers were seeded in 24-well tissue culture plates (Poly-
labo, Strasbourg, France) with 4 X 10° cells/well and incubated
for 20 h. Monolayers were then infected in 1 ml of the cell
culture medium without antibiotics and with heat-inactivated
fetal calf serum at a multiplicity of infection of 10 bacteria per
epithelial cell. The infected monolayers were centrifuged for 10
min at 1000 X g before the 3-h infection period at 37 °C and
washed three times in phosphate-buffered saline (pH 7.2). The
epithelial cells were then lysed with 1% Triton X-100 (Sigma) in
deionized water. Samples were diluted and plated onto Muel-
ler-Hinton agar plates to determine the number of colony-
forming units corresponding to the total number of cell-asso-
ciated bacteria (adherent and intracellular bacteria). To
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determine the number of intracellular bacteria, fresh cell cul-
ture medium containing 100 pg/ml gentamicin (Sigma) was
added for 1 h to eliminate extracellular bacteria. Monolayers
were then lysed with 1% Triton X-100. The bacteria were quan-
tified as described above.

Immunoblotting—Bacteria were grown overnight at 37 °C in
LB broth without agitation. 700 ul of culture were centrifuged,
and the pellet of bacteria was suspended in 100 ul of SDS sam-
ple buffer. Western immunoblotting was performed according
to the procedure of Towbin et al. (33) with minor modifica-
tions. The total protein extracts were heated for 5 min with
0.23% HCI, and proteins were resolved by SDS-PAGE using
12% polyacrylamide gels and electroblotted onto nitrocellulose
membranes (Amersham Biosciences). The membranes were
blocked with 2% (w/v) bovine serum albumin (Sigma) in Tris-
buffered saline, 0.05% Tween (TBST) at room temperature for
2 h. The membranes were reacted with the rabbit antiserum
raised against purified type 1 pili preparations, a generous
gift from Karen Krogfelt, diluted in 1% (w/v) bovine serum
albumin in TBST at room temperature for 2 h. Immunore-
actants were detected using horseradish peroxidase-conju-
gated anti-rabbit immunoglobulin G antibody (1:10,000),
enhanced chemiluminescence reagents (Amersham Bio-
sciences) and autoradiography.

Yeast Cell Aggregation Assay—Commercial baker’s yeast
(Saccharomyces cerevisiae) was suspended in phosphate-buft-
ered saline (10 mg, dry weight/ml). E. coli strains were resus-
pended to an optical density of 0.6 at 620 nm in phosphate-
buffered saline. Equal volumes of fixed yeast cell suspension
and decreasing concentrations of E. coli suspension were mixed
in a 96-well plate. Aggregation was monitored visually, and the
titer was recorded as the last dilution of bacteria giving a posi-
tive aggregation reaction.

Transmission Electron Microscopy—Bacteria were grown
overnight in Luria-Bertani broth without shaking and were
fixed and negatively stained with 1% ammonium molybdate on
carbon-Formvar copper grids. Gold immunolabeling was per-
formed by the method of Levine et al. (34). A washed bacterial
suspension was placed on carbon-Formvar copper grids. Excess
liquid was removed, and the grids were placed face down on
antiserum (1:1000) raised against purified type 1 pili for 15 min.
After 10 washings, the grids were placed on a drop of gold-
labeled goat anti-rabbit serum (Jansen Life Sciences Products,
Olen, Belgium) for 15 min. After a further thorough washing,
the grids were negatively stained with 1% ammonium molyb-
date for 1 min.

DNA Manipulations, Hybridization, and PCR Experiments—
PCR conditions and all PCR primer sequences are listed in
Table S1. DNA to be amplified was released from whole orga-
nisms by boiling. Bacteria were harvested from 1.5 ml of an
overnight broth culture, suspended in 150 ul of sterile water,
and incubated at 100 °C for 20 min. After centrifugation of the
lysate, 5 ul of the supernatant were used in the PCR assays.

Construction of Isogenic Mutants—Isogenic mutants were
generated using PCR products, as described by Datsenko et al
(35) and modified by Chaveroche et al. (36). The basic strategy
was to replace a chromosomal sequence with a selectable anti-
biotic resistance gene (kanamycin or chloramphenicol) gener-

o
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FIGURE 1. Effects of fliA, flhD, or fliC disruptions on adhesion to (A) and
invasion of (B) Intestine-407 cells and type 1 pili regulation (C). Adhe-
sion and invasion levels of AIEC strain LF82, LF82-AflhD, LF82-AfliA, and
LF82-AfliC mutants were measured. Cell-associated bacteria were quanti-
fied after a 3-h infection period. Invasion was determined after gentamicin
treatment for an additional 1 h. The mean number of cell-associated LF82
bacteria was 4.2 X 10° = 2.5 X 10° colony-forming units/well. The mean
number of intracellular LF82 bacteria was 3.2 X 10® = 0.9 X 10° colony-
forming units/well. Results are expressed as cell-associated (adherent +
intracellular) or intracellular bacteria relative to those obtained for strain
LF82, taken as 100%. Each value is the mean = S.E. of at least four separate
experiments. C, determination of the type 1 pili yeast aggregation titer, eval-
uation of the amount of FimA subunit using Western blot and type 1 pili
antiserum, and orientation of the fim operon invertible elementin strain LF82,
LF82-AflhD, LF82-AfliA, and LF82-AfliC mutants. Orientation was determined
by PCR analysis, as described under “Experimental Procedures.” A 450-bp
product revealed ON orientation and 750-bp product OFF-orientation of the
invertible element. *, p < 0.05.

ated by PCR. This PCR product was generated by using primers
with 50-nucleotide extensions that are homologous to regions
adjacent to the target gene and template E. coli strain harboring
the kanamycin resistance gene on the pKD4 plasmid. For the
construction of fIhD and fliA mutants in AIEC strain LF82, the
chloramphenicol resistance cassette was amplified from E. coli
K12 mutants carrying deletions. In addition, strain AIEC LF82
was transformed with pKOBEG or pKD46 plasmid, a plasmid
that encoded Red proteins from phage A, synthesized under the
control of an L-arabinose-inducible promoter. This plasmid
was maintained in bacteria at 30 °C with 25 pg/ml chloram-
phenicol and was eliminated at 37 °C.

Strain LF82/pKOBEG or pKD46 was grown at 30 °C with 1
mM L-arabinose to induce Red expression. When Agyonm
reached 0.6, the bacterial culture was incubated for 20 min at
42 °C to eliminate the plasmid. Bacteria were washed three
times with 10% glycerol, and PCR products were electropo-
rated. Isogenic mutants were selected on LB agar containing 50
pg/ml kanamycin or 25 pg/ml chloramphenicol. Replacement
of the gene by the kanamycin or chloramphenicol resistance
cassette in isogenic mutant was confirmed by PCR.
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without NaCl supplemented with
calcofluor (fluorescence brightener
28; 50 pg/ml). Plates were incubated
at 37 °C for 48 h. The dye binding
was analyzed over time.

Statistical Analysis—For analysis
of the significance of differences in
adhesion and invasion levels, Stu-
dent’s ¢ test was used for compari-
son of two groups of data. All exper-
iments were performed at least
three times. A p value less than or
equal to 0.05 was considered as sta-
tistically significant.

RESULTS
FIhD,C, and FliA Play Key Roles
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FIGURE 2. Type 1 pili synthesis (A), transmission electron microscope (TEM) examination of bacteria (B),
adhesion (C), and invasion (D) abilities of AIEC strain LF82, LF82-AflhD, and LF82-AfliA mutants, trans-
formed by pRN2010 empty vector (black bars) or pORN104 harboring the entire fim operon cloned in
PRN2010 (gray bars). Determination of the amount of FimA subunit using Western blot and type 1 pili
antiserum. Selected images of individual bacteria stained usingimmunogold labeling with polyclonal antibod-
ies raised against purified type 1 pili. The black scale bar indicates 500 nm. Adhesion and invasion were meas-
ured with intestinal epithelial cells Intestine-407. See the legend to Fig. 1. *, p < 0.05.

Transcomplementation Assays—The genes were amplified
by PCR (PerkinElmer Life Sciences thermal cycler) from AIEC
LEF82 genomic DNA (1-10 ng) using 2.5 units of Pfu DNA po-
lymerase (Promega) and appropriate primers in Pfu DNA po-
lymerase buffer containing a 200 um concentration of each
deoxynucleoside triphosphate. The amplified DNAs were puri-
fied using a NucleoSpin extract kit (Machery-Nagel, Diiren,
Germany), digested with HindIII and Xbal or EcoR], and ligated
in cloning vector pBADI18.

RNA Manipulations and Real Time Reverse Transcription-
PCR—Total RNA was extracted from bacteria and treated with
DNase I (Roche Applied Science). The mRNA was reverse tran-
scribed and amplified using gene-specific primers (Table S1 of
supplemental materials). Real time reverse transcription-PCR
was performed using a Light Cycler (Roche Applied Science),
and quantification of the mRNA level or 16 S rRNA (as a con-
trol) was performed using RNA master SYBER Green 1 (Roche
Applied Science) with 0.5 ug of total RNA. Amplification of a
single expected reverse transcription-PCR product was con-
firmed by electrophoresis on a 2% agarose gel.

Calcofluor Binding Assays—5 ul of an overnight culture sus-
pended in water (Ay, of 5) were spotted onto LB agar plates
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in Interactions of AIEC Strain LF82
with Intestinal Epithelial Cells—To
analyze the role of major flagella
regulators FIhD,C, and FliA in the
adhesion and invasion abilities of
the AIEC strain LF82, we con-
structed mutants with deletions in
the fIhD or fliA genes. As expected,
the LF82-AflhD and LF82-AfliA
mutants were nonmotile (data not

(«3:3 shown). We measured the adhesion
> I and invasion levels of these flagel-
© ¥ lar mutants using an in vitro assay
with Intestine-407 epithelial cells.
Since the LF82-AflhD and LF82-
AfliA mutants were nonmotile, we
included a centrifugation step to
bring bacterial and epithelial cells
into close contact and thereby to
enable bacteria to initiate infection. Both mutants were strongly
impaired in adhesion and invasion compared with the wild-
type strain LF82. The adhesion and invasion levels of the LF82-
AflhD mutant were significantly lower (19 and 30%, respec-
tively) than of those of strain LF82. Similarly, the adhesion and
invasion levels of LF82-AfliA were significantly lower (13 and
20%, respectively) than those of strain LF82 (Fig. 1, A and B).
These results are consistent with our earlier observation that
the LF82-AfliC mutant, which lacks flagellin, is impaired in
adhesion and invasion abilities. They further indicate that, in
strain LF82, the FIhD,C, and FliA regulators are instrumental
in enabling bacteria to enter intestinal epithelial cells, irrespec-
tive of flagellar motility.

Decreased Adhesion and Invasion of the AflhD and AfliA
Mutants Is a Consequence of Lowered Levels of Type 1 Pili—The
decrease in the ability to adhere to and to invade epithelial cells
has been observed in nonflagellated mutants of strain LF82 and
was attributed to lower type 1 pili levels (32, 37). We therefore
analyzed expression of type 1 pili in the LF82-AfIhD and LF82-
AfliA mutants by monitoring bacterial aggregation of yeast
cells, which occurs as a result of pili binding to D-mannose residues
located at the yeast surface. Both mutants were strongly impaired

LF82-AfliA/pORN 104
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in their ability to aggregate yeast cells compared with the wild type
strain. We verified that this was a consequence of a decreased level
of the FimA major subunit of type 1 pili by Western blot using a
type 1 pili antiserum (Fig. 1C).

The regulation of type 1 pili expression is controlled by phase
variation, which allows bacteria to switch between piliated and

TABLE 2

Regulation of type 1 pili and adhesion and invasion abilities of AIEC
strain LF82 compared with LF82-AflhD and LF82-AfliA mutants

Strain Yeast aggregation® Adhesion” Invasion”
% %

LEF82 1/96 100 100
LF82-AflhD 1/16 21*+3 34*6
LF82-AflhD/pBADfIhDC 1/96 95 *+ 4 95+ 2
LF82-AfIiD/pBAD/liA 1/96 77+15  80*1
LF82-AflhD/pBAD18 1/12 18*1 25+7
LE82-AfliA 1/5 12*5 17 = 4
LF82-AfliA/pBADliA 1/96 99 + 3 102 +7
LF82-AfliA/pBAD18 1/6 12+3 17 £5
LE82-AfliA/pBADfILDC 1/5 10+5 19+ 4

“ Aggregation was monitored visually, and the titer was recorded as the last dilution
giving a positive aggregation reaction.
b See Fig. 1 legend.
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FIGURE 3. Regulatory role of EAL domain proteins in the LF82-AfliA mutant. Adhesion (A) and invasion
(B) abilities of AIEC strain LF82, LF82-AfliZ, and LF82-AfliA mutants. The latter mutant was transformed by
pBADyhjH, pLyahAQ, pLITMUS28, or pBAD18 with intestinal epithelial cells Intestine-407. C, determination
of the amount of FimA subunit using Western blot and type 1 pili antiserum and orientation of the fim operon
invertible element in strain LF82, LF82-AfliA mutant, and AfliA transformed with pyhjH, pLyahA(Q), or control
empty vectors. D, adhesion (light gray bars) and invasion (dark gray bars) abilities of AIEC strain LF82/pORN104,
LF82-AfliA/pORN104/pBAD18, and LF82-AfliA/pORN104/pBADyhjH mutants with intestinal epithelial cells

Intestine-407. See the legend to Fig. 1. *, p < 0.05.
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nonpiliated states by inverting a fimS DNA element located
upstream of the fim operon. We used a PCR-based approach
(38) to confirm that the deficiency in type 1 pili resulted from
the shift of the DNA invertible element orientation toward the
phase-OFF orientation (Fig. 1C).

To confirm the critical role of type 1 pili in the impaired
adhesion and invasion of the LF82-AflhD and LF82-AfliA
mutants, we transformed both mutants with plasmid
pORN104, which contains the fim operon in vector pRN2010.
The transformants expressed type 1 pili to levels close to those
of strain LF82/pORN104, as shown by comparable reaction
with the type 1 pili antiserum (Fig. 24). Transmission electron
microscope examination of gold immunolabeling of the LF82-
AfliA/pORN104 and the LF82-AflhD/pORN104 transformants
using anti-type 1 pili antibodies revealed that type 1 pili were
properly assembled at the surface of bacteria even in the
absence of flagella (Fig. 2B). The induced synthesis of type 1 pili
partially restored adhesion and invasion levels to 57 and 44%,
respectively, in LF82-AfIhD and to 61 and 41%, respectively, in
LF82-AfliA, compared with levels in LF82/pORN104 (Fig. 2, C
and D). The incomplete restoration
of adherence and invasiveness sug-
gests that type 1 pili may not be the
only adhesion/invasion determi-
nant regulated by FIhD,C, and FliA.

FliA Restores Adhesion/Invasion
Defects in both AfliA and AflhD
Mutants—In the flagellar gene hier-
archy, expression levels of FIhD,C,
intimately depend on the presence
of FliA and vice versa (9, 10). To
further clarify the involvement of
FIhD,C, and FliA in the control of
adhesion and invasion in strain
LF82, the LF82-AflhD and LF82-
AfliA mutants were transformed
with plasmids pBADfIhDC and
pBADfliA expressing FIhD,C, and
FliA, respectively. We ensured that
adhesion, invasion, and motility
of LE82-AflhD and LF82-AfliA
were fully complemented with
pBADfIhDC and pBADfliA, respec-
tively (Table 2; data not shown). The
* % overexpressed fIhDC operon had no

effect on adhesion and invasion in
the LF82-AfliA mutant. However,

<«%39 <‘%3? the overexpressed fliA gene fully
L L restored the defects in the LF82-
%@7{0@‘%@&0 AflhD mutant (Table 2). These
YOJCP%%‘?@JE’V results indicate that, in addition to

type 1 pili synthesis, the full inva-
siveness of AIEC strain LF82 is likely
to be controlled through the FliA-
dependent gene expression.
Overexpression of the yhjH Gene
Encoding an EAL Domain c-di-
GMP Phosphodiesterase Alleviates
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the Adhesion/Invasion Defect in the AfliA Mutant—To identify
putative mediators of the effect of FliA on the synthesis of type
1 pili in strain LF82, we investigated the involvement of two
genes, fliZ, which belongs to the fliAZ operon, and yhjH, whose
expression depends on FliA in E. coli K-12 and S. typhimurium
(25, 39). FliZ exerts a control checkpoint between the synthesis
of flagella and invasion factors in S. typhimurium (40). YhjH
stimulates flagellar motility when it is overexpressed (39). YhjH
belongs to a group of proteins carrying an EAL domain and
functions as a phosphodiesterase of the second messenger c-di-
GMP (41, 42).

A deletion mutant, LF82-AfliZ, was thus created, and the
LEF82-AfliA mutant was transformed with the pBADykjH plas-
mid carrying the y/#jH gene under an arabinose-inducible pro-
moter. The adhesion and invasion levels of these strains were
measured after a centrifugation step. The LF82-AfliZ mutant
was not impaired in adhesion and invasion compared with the
wild type (Fig. 3, A and B). Conversely, the transformation of
LF82-AfliA mutant with pBADy/4jH restored adhesion and
invasion levels to 40 and 48%, respectively, of those of strain
LF82. This restoration was due to increased type 1 pili synthe-
sis, as verified by the increased accumulation of the FimA sub-
unit and the shift in orientation of the DNA invertible element
for type 1 pili toward the ON position (Fig. 3C). Restoration of
piliation was confirmed by electron microscopic examination
of strain LF82-AfliA/pBADyhjH (Fig. 4).

To further analyze whether higher expression of type 1 pili
observed in LF82-AfliA/pBADyhjH was responsible for the
partial restoration of adhesion and invasion, we investigated
these parameters in LF82-AfliA/pBADyhjH transformed
with pORN104. In this strain, we observed full restoration of
adhesion and invasion (Fig. 3D). These results suggest that in
strain LF82, FliA regulates type 1 pili expression and adhe-
sion and invasion abilities by acting via the YhjH expression.

The c-di-GMP Turnover Is Involved in the Adhesion and
Invasion of AIEC Strain LF82—Genetic analysis has provided
firm evidence of the c-di-GMP phosphodiesterase activity of
YhjH, yet its enzymatic activity has not been tested in vitro. To
ascertain that c-di-GMP phosphodiesterase activity of YhjH
affects adhesion and invasion, we transformed the LF82-AfliA
mutant with a plasmid carrying the E. coli K-12 yahA gene
encoding a well characterized c-di-GMP phosphodiesterase
(43). We observed that, as with overexpression of yhjH, overex-
pression of yahA partially restored the adhesion/invasion
defects and type 1 pili synthesis, as evidenced by the increased
FimA subunit accumulation and the shift in orientation of the
DNA invertible element for type 1 pili toward the ON position
(Fig. 3, A-C).

To further explore the role of c¢-di-GMP in adhesion and
invasion, we constructed two mutants, LF82-AyaiC and LF82-
AfliAAyaiC, each containing a deletion in the yaiC gene, which
encodes a diguanylate cyclase involved in c-di-GMP synthesis
(Fig. 5, A and B). The homolog of YaiC in S. typhimurium (41),
AdrA, which shares 75% identity with YaiC, is one of the major
diguanylate cyclases in this bacterium. We anticipated that the
absence of YaiC would decrease c-di-GMP synthesis in the
AyaiC mutants, which may mimic the effect of increased c-di-
GMP hydrolysis by overexpressed YhjH or YahA. In the genetic
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LF82

LF82-Aflid

LE82-AfliA/
pBADyhjH

LF82/pvcgR

FIGURE 4. Transmission electron microscope (TEM) examination of bacte-
ria. A, typical field of view of negatively stained bacteria; B, selected images of
individual bacteria stained using immunogold labeling with polyclonal anti-
bodies raised against purified type 1 pili. The black scale bar indicates 500 nm.

background of strain LF82, deletion of the yaiC gene did not
affect adhesion and invasion (data not shown), and neither did
yaiC overexpression (Fig. 5, A and B). Similarly, in the LF82-
AfliA harboring pORN104, overexpression of yaiC did not
decrease adhesion and invasion levels (Fig. 5D). However, dele-
tion of yaiC in the genetic background of LF82-AfliA (where
c-di-GMP levels may be elevated due to the lower expression of
c-di-GMP phosphodiesterase YhjH) resulted in increased
adhesion and invasion levels, reaching 37 and 83%, respectively,
of those in strain LF82. This partial increase correlated with a
shift in the orientation of the DNA invertible element toward
the phase-ON position (Fig. 5C). It seems that a decrease in
c-di-GMP levels caused either by an overexpression of a c-di-
GMP phosphodiesterase or by a loss of a major diguanylate
cyclase affects type 1 pili expression but only in the absence of
FliA.

Cellulose biosynthesis in certain strains of E. coli and S.
typhimurium strains is strongly up-regulated by c-di-GMP
(41). Using calcofluor-binding assays, we observed that overex-
pression of YaiC in strain LF82 increased cellulose synthesis
(data not shown), as reported elsewhere in S. typhimurium
upon overexpression of the YaiC homolog AdrA (41). However,
as shown above, this increased cellulose synthesis did not affect
adhesion and invasion (Fig. 5, A and B). Further, the LF82-
AbcsC mutant impaired in cellulose synthesis had adhesion and
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FIGURE 5. Regulatory role of the yaiC gene encoding a GGDEF domain protein and the ycgR gene encoding a
PilZ domain protein in AIEC LF82 adhesion and invasion abilities. Adhesion (A) and invasion (B) abilities of AIEC
strain LF82, LF82-AfliA and LF82-AfliAAyaiC mutants, and AIEC strain LF82 transformed by pycgR or control empty
vector with intestinal epithelial cells Intestine-407. C, determination of the amount of FimA subunit using Western
blot and type 1 pili antiserum and orientation of the fim operon invertible element in the same strains. D, adhesion
(light gray bars) and invasion (dark gray bars) abilities of AIEC strain LF82, LF82-AfliA, LF82-AycgR, and LF82-
AfliAAycgR mutants with intestinal epithelial cells Intestine-407. See the legend to Fig. 1.*, p < 0.05.

TABLE 3

Quantification of yaiC, yhjH, yahA, and ycgR expression in AIEC strain
LF82 and fliA mutant strain

mRNA levels relative to those of

wild-type strain LF82“ Domain
yaiC 0.8 0.2 GGDEF
YhiH 111.0 * 0.0° EAL
yahA 1202 EAL
YegR 14.3 + 0.0 PilZ

“-Fold decrease in mRNA levels relative to that of wild-type strain LF82 using real
time reverse transcription-PCR. 16 S TRNA levels were measured as controls. Only
experiments showing the same levels of 16 S rRNA for each sample were taken into
account. Data are mean * S.E. of at least three separate experiments.

?p < 0.05.

invasion abilities similar to those of strain LF82 (data not
shown). Together, these results show that cellulose is not
involved in adhesion and invasion of the LF82 strain.

The c-di-GMP Receptor YcgR Acts as an Inhibitor of Adhesion
and Invasion in Strain LF82—Recently, a PilZ protein domain
was predicted (44) and verified (42) to function as a c-di-GMP
receptor. The PilZ domain protein YcgR from E. coli was shown
to bind ¢-di-GMP in vitro and affect flagellar motility in vivo
(39, 42). The ycgR gene was also demonstrated to have the
opposite effect on motility to that of the y/jH gene (39). How-
ever, the mechanism by which c-di-GMP affects flagellar motil-
ity is still uncertain. We constructed the LF82-AycgR mutant

NOVEMBER 16, 2007 « VOLUME 282+-NUMBER 46

FliA, c-di-GMP and Adherent-Invasive E. coli

and observed that the absence of
YcgR did not modify adhesion and
invasion. We then explored the
effect of overexpressed YcgR and
observed that in strain LF82 carry-
ing plasmid pycgR, the levels of type
1 pili were decreased (Figs. 4 and
5C). The adhesion and invasion lev-
els of LE82/pycgR were significantly
decreased, to 22 and 37%, respec-
tively, of those of strain LF82 (Fig.
5C). Interestingly, analysis of the
©  double mutant LF82-AfliAAycgR
indicated that, in the absence of
YcgR, the FliA null mutant recov-
ered its abilities to adhere to and
to invade, reaching 49 and 67%,
respectively, of those of the wild-
type strain LF82 (Fig. 5D). However,
we did not observe any further
decrease in adhesion and invasion
levels in the LF82-AfliA mutant that
overexpressed YcgR (data not
shown). This indicates that the
effect of FliA on type 1 pili is medi-
ated to a large extent via the nega-
tively regulating YcgR/c-di-GMP
pathway.

FliA-dependent Control of Genes
Involved in c-di-GMP Regulation—
Although it has been shown that
FliA affects yhjH expression in
E. coli K12 and S. typhimurium
strains (16, 39), it was unclear
whether this holds true for strain LF82. According to the
reverse transcription-PCR assays, the levels of y#jH mRNA
were up to 111-fold higher in LF82 than in LF82-AfliA (Table
3). However, FliA did not affect the levels of yahA and yaiC
transcripts. Interestingly, the ycgR transcript levels were much
higher (14-fold) in LF82 than in LF82-AfliA. These results sug-
gest that the role of FliA in c-di-GMP-dependent control over
type 1 pili is complex; nevertheless, we have establish a link
between the flagellar hierarchy and type 1 pili synthesis.

DISCUSSION

In this study, we uncovered a regulatory pathway linking
flagellar motility and type 1 pili synthesis, which is required for
efficient adhesion to and invasion of intestinal epithelial cells by
the AIEC strain LF82 associated with Crohn disease. As a first
step in deciphering this pathway, we used our earlier observa-
tion that, in strain LF82, a mutation in the flagellin gene fliC
results in decreased expression of the flhDC operon, which
encodes FIhD,C,, master regulator of flagellar biogenesis, and
concomitantly a loss of type 1 pili (32). In the present study, we
found that the mutants deleted for the regulatory genes encod-
ing the FIhD,C, transcriptional activator or the downstream
sigma factor FliA were severely impaired in type 1 pili synthesis.
This suggests that regulators of flagellar synthesis control type 1
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pili synthesis in strain LF82. Hence, classI =+ fIhDC
decreased FIhD,C, levels are likely : o

to be responsible for the lack of type | l

1 pili in the AfliC mutant. Forced '
contact between bacteria and host
cells (through centrifugation), which
bypasses the need for flagellar motil-
ity, and overexpression of type 1 pili
did not fully restore the adhesion/in-
vasion defects of the LF82-AflhD or
LF82-AfliA mutants. This suggests
that the range of virulence targets
controlled by flagellar regulators in
strain LF82 is not limited to type 1 pili.

The lack of FIhD,C, in AIEC
strain LF82 was compensated for by
the increased expression of the
downstream sigma factor FliA. It is
likely that the genes involved in type 1 pili synthesis and other
adhesion/invasion factors are controlled at the transcription
level by FliA. Although the involvement of FliA in the regula-
tion of virulence determinants other than flagella has been
described in several pathogenic bacteria (18, 25, 26, 28), these
studies did not identify intermediate steps linking FliA to the
regulation of virulence determinants. In our study, we identi-
fied the FliA-dependent y/jH gene as such a mediator. YhjH is
an EAL domain c¢-di-GMP phosphodiesterase required for the
breakdown of the novel second messenger c-di-GMP (41). We
show that it is the c-di-GMP phosphodiesterase activity of
YhjH, and not any other property of YhjH, that was critical,
because we were able to replace YhjH with an alternative EAL
domain, ¢-di-GMP phosphodiesterase YahA (43), or achieve
the same phenotype by deleting the diguanylate cyclase gene
yaiC (37). We demonstrate that overexpressed YaiC did not
change the adhesion and invasion abilities of the LF82 strain,
which indicates that physiological amounts of the diguanylate
cyclase are sufficient for its activity. Thus, in strain LF82, lower
c-di-GMP levels seem to stimulate type 1 pili synthesis.

We observed that increased type 1 pili synthesis occurred via
the phase variation mechanism (i.e. the shift in the orientation
of the DNA invertible element fimS toward the phase-ON ori-
entation). The pathway connecting lower c-di-GMP levels to
phase variation remains unknown. In addition to controlling
yhjH expression, FliA in strain LF82 controls expression of the
c-di-GMP receptor YcgR, a finding consistent with observa-
tions made in E. coli K-12 and Chlamydia trachomatis (45, 46).
YcgR is a c-di-GMP receptor involved in motility control. We
suggest that YcgR is a good candidate for sensing the changes in
cellular c-di-GMP levels and negatively controlling type 1 pili
synthesis, adhesion, and invasion. The marked reduction in
type 1 pili synthesis induced by overexpression of YcgR in LF82
strain is consistent with this suggestion. This was further con-
firmed by the increased adhesion and invasion abilities of the
LF82-AfliA mutant when a second deletion was made in ycgR.
The downstream partners of the YcgR protein are unknown.
We speculate that either YcgR or its downstream partner
affects the phase inversion of fimS DNA element by regulating
the expression and/or activities of the FimB and FimE inverta-

classI ;3 fliAZY

classIII*- fliC

concentration is high.
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FIGURE 6. Model for a c-di-GMP-dependent coordinate regulation of the synthesis of flagella, type 1 pili in
AIECLF82. When the flagella cascade is activated, the accumulation of the FliA sigma factor leads to a concomitant
strong induction of the yhjH and ycgR genes. The EAL domain YhjH degrades c-di-GMP to lower its local concentra-
tion and suppress the activity of a putative YcgR-c-di-GMP complex, finally leading to the synchronized activation of
various adhesion and invasion factors of AIEC strain LF82. The FliA-induced YcgR protein could act in a feedback-like
way to modulate the whole system by increasing the level of the YcgR-c-di-GMP complex when local ¢-di-GMP molecule

ses (47). We cannot exclude the possibility that the regulation
of type 1 pili also involves a factor that affects pili export or
assembly. Further, it is possible that additional, as yet uni-
dentified, c-di-GMP-binding proteins act as regulatory
intermediates between FliA and adhesion and invasion fac-
tors in strain LF82. This hypothesis is included in the model
depicted in Fig. 6.

Recent studies have linked c-di-GMP to virulence in several
pathogenic bacteria. In S. typhimurium, the c-di-GMP phos-
phodiesterase CdgR is involved in resistance to phagocyte oxi-
dase and in the cytotoxic effect in macrophages (48). In V. chol-
erae, the c-di-GMP phosphodiesterase VieA regulates expression
of the cholera toxin genes ctxAB (49), whereas the CdgC protein
carrying the EAL and GGDEF domains is involved in the control of
extracellular protein secretion and flagellar biosynthesis (50). In
Pseudomonas aeruginosa, the biofilm and cytotoxicity phenotypes
are mediated by different GGDEF and EAL domain proteins
involved in c-di-GMP metabolism (51). More specifically, the c-di-
GMP phosphodiesterase FimX is involved in the assembly of Tfp
type IV pili, which are required for twitching motility, biofilm for-
mation, and adherence of Pseudomonas (52). In addition,
increased c-di-GMP levels in S. typhimurium are associated with
increased curli synthesis (53). Our work revealed yet another vir-
ulence factor, type 1 pili, whose expression is regulated via a c-di-
GMP-dependent pathway. We also present the first evidence, to
our knowledge, that such a pathway can influence invasiveness in a
pathogenic bacteria. The novel role of c-di-GMP in the control of
type 1 pili expression and, as a consequence, in the adhesion and
invasion abilities of strain LF82 is in agreement with the general
notion that lower c-di-GMP levels promote virulence.
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Commentaire de la publication N°1 :

Afin d’identifier les différents intermédiaires permettant la synthése coordonnée des
flagelles et des pili de type 1 chez la souche AIEC LF82, des mutants invalidés dans les genes
codant les régulateurs du régulon flagellditeD et fliA ont été créés. De tels mutants
présentent des capacités d’adhésion, d'invasion et d’expression des pili de type 1 trés
diminuées, par rapport a la souche sauvage, mais pouvant étre complémentées par une
surexpression de FliA. Cependant une expression induite des pili de type 1 dans le mutant
LF82-fliA ne restaure pas totalement les capacités d’adhésion et d’invasion ce qui suggere
gue FliA réegule I'expression des pili de type 1 et d’autres facteurs de virulence restant a
identifier.

FliA, sous-unités®® de I'ARN polymérase, reconnait une séquence ADN, spécifique
représentée par le consensus TAAAGTTT-N11-GCCGATAA, au niveau de certains
promoteurs et permet l'initiation de la transcription. Le génome de la souche AIEC LF82
étant disponible, avec l'aide du Docteur Ogi Tomoo de I'Université de Kyoto, nous avons
identifié in silico 126 cibles potentielles du régulateur Fllnfexe 2). Parmi les différents
génes identifiés sont retrouvés principalement des genes impliqués dans la synthése et la
fonction des flagelles mais aussi des genes aux fonctions inconnues ou non retrouvés chez un
E. coliK-12 MG1655. Tous ces genes representent d’éventuels facteurs de virulence restant a
caractériser. Cependant, il faut noter la présence de deux génes impliqués dans la voie du
second messager di-GMP cycligue : le géne codant la phosphodiestérase (PDE) a domaine
EAL YhjH et celui codant le récepteur au di-GMPc a domaine PilZ YcgR. Des expériences de
RT-gPCR ont permis de confirmer la régulation de ces génes par FliA. De nombreux
exemples dans la bibliographie montrent I'implication du di-GMPc dans la régulation de
I'expression des flagelles et de structures fimbriales comme les curlEclueti De plus le
di-GMPc est impliqué dans la régulation de la virulence de nombreux pathogénes notamment
P. areruginosa et V. cholerae

La surexpression de YhjH dans le mutant LA3RA permet de restaurer I'expression des
pili de type 1 au méme titre que la surexpression d’'une autre protéine a domaine EAL YahA.
Ces résultats montrent que I'activité phosphodiestérase est impliguée dans le mécanisme de
régulation de I'expression de pili de type 1, en entrainant une diminution globale ou locale de
la concentration en di-GMPc. En effet, une mutation dans le géne codant la diguanylate

cyclase (DGC) a domaine GGDEF YaiC, permettant la synthése du di-GMPc, conduit
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Tableau 9 : Protéines 3 domaines EAL et/ou GGDEF retrouvées chez E.
coli K-12 et comparaison avec la souche ATEC LFS82.

Protéine Domaines ATEC LF82 Activité potentielle
AdrA ou YaiC GGDEF + DGC

Dos EAL/GGDEF + PDEDGC
Gmr EAL/GGDEF + PDEDGC
Rin EAL + PFDE
Toph EAL - FDE
YahA EAL + PDE
YedT GGDEF + DGC
YegF EAL + PDE
YegG EAL - FDE
Ydald GGDEF + DGC
YddV GGDEF - DGC
YdeH GGDEF + DGC

Yeal GGDEF + DGC
Yeal GGDEF + DGC
YeaP GGDEF + DGC
Ted) GGDEF + DGC

YeE EAL/GGDEF + PDEDGC
YieA EAL/GGDEF + PDEDGC
Y fgF EAL + PDE

YN GGDEF + DGC
YhdA EAL/GGDEF + PDEDGC
YThiH EAL + PDE
ThyK EAL/GGDEF + PDEDGC
jeC EAL + PDE

Y1aB EAL + PDE

YULE EAL + PDE

YUF GGDEF + DGC
YorF GGDEF + DGC
YoalD EAL + PDE
YuzB EAL - FDE

En grizé, les protéines dont les génes correspondant ne sont pas retrowvés dans le zénome de la souche ATEC
LFE2.



€galement a une restauration du phénotype du mutant Afi82+enforcant notre argument

en faveur de l'implication de la diminution de la concentration en di-GMPc dans la régulation
de la virulence chez la souche AIEC LF82. Cependant, il serait nécessaire de réaliser des
dosages de la molécule dans les différentes constructions pour valider I'hypothéese. Toutefois,
une absence totale de régulation du taux de di-GMPc peut s’avérer sans aucune conseéquence
dans la virulence bactérienne. En effet, des études récentes ont montées @adnobieella
enteritidis la création d’un mutant invalidé dans tous les genes connus impliqués dans la
synthese du di-GMPc ne montre aucune implication de ce second messager dans la virulence
(Solano et al., 2009). Enfin, il existe difféerentes protéines a domaine EAL et/ou GGDEF
identifiées dans le génome de la souche AIEC LFB&bleau 9). Il serait intéressant
d’étudier le rble et la spécificité de chacune delles dans la régulation des capacités
d’adhésion et d’invasion des souches AIEC.

La concentration en di-GMPc serait un intermédiaire régulant la virulence de la souche
AIEC LF82 et notamment la variation de phase a I'origine de I'expression des pili de type 1.
Cependant le lien entre ce mécanisme et la concentration en di-GMPc reste mal connu. Un
possible intermédiaire pourrait étre la protéine a domaine PilZ YcgR qui a été identifiée
comme récepteur au di-GMPc (Amikam and Galperin, 2006; Ko and Park, 2000) et
interagirait avec le moteur flagellaire (Pa&tilal.2010). Le géne codant cette protéine est sous
la dépendance de FliA, il s’agirait donc d’'un bon candidat pour détecter la concentration en
di-GMPc et permettre un contrle négatif de I'expression de pili de type 1. En effet, la
surexpression de YcgR dans la souche AIEC LF82 induit une diminution de I'expression des
pili de type 1. De plus, I'hypothése est renforcée par le fait que la double mutation LF82-
AfliA/AycgRrestaure partiellement les capacités d’adhésion, d’invasion et d’expression des
pili de type 1. YcgR serait le premier senseur de la concentration en di-GMPc et régulerait la
variation de phase en agissant sur l'activité ou I'expression des invertases FimB et FIimE ou
sur la mise en place des différentes sous-unités composant les pili de type 1 & la membrane.
Cette régulation dépendante de la concentration en di-GMPc représente un nouvel exemple de
régulation de I'expression de genes de virulence chez les bactéries pathogenest(Hlisert
2005; Kader et al., 2006; Kulasakaet al., 2006; Limet al., 2007; Tamayo et al., 2005).
Différents mécanismes peuvent étre envisageés :

- Régulation directe via par YcgR fixant le di-GMPc
- Régulation par « riboswitch » dépendante de la concentration en di-GMPc.

- Implication d’intermédiaires inconnus.
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La voie de signalisation impliquant le di-GMPc permet une expression de facteurs de
virulence chez la souche AIEC LF82. Cependant, les signaux permettant son activation ne
sont pas encore connus. Une étude menée par Rolhion et collaborateur avait permis de mettre
en évidence l'activation spécifique de la vefe en condition de forte osmolarité dans la
souche AIEC LF82 en comparaison avec une souctie delinon pathogene (Rolhion et al.,

2007). Ainsi, de la méme facon il pourrait exister une régulation spécifique chez les AIEC
faisant intervenir le di-GMPc en fonction des conditions environnementales. Divers signaux
pourraient étre impligués et particulierement ceux retrouvés au hiveau intestinal :
'osmolarité, le pH, la présence de sels biliaires mais également I'absence de lumiere. En
effet, certainedi-guanylate cyclasesu phosphodiestérasgseuvent posséder un ou plusieurs
domaines transmembranaires exposant des sites senseurs au niveau périplasmique et pouvant
ainsi percevoir des signaux environnementaux. Il existe notamment des protéines a domaine
BLUF (blue light using FAD) capables de capter la lumiere bleue. Dans le génome de la
souche AIEC LF82 on retrouve la protéine YcgF a domaine EAL et BLUF déja décrite chez
E. colicomme pouvant moduler I'expression de genes impliqué dans le formation de biofilm
(Tschowriet al., 2009).
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2. R6le de la diminution du niveau d’expression de la protéine de

tvpe-histone Fis lors de l'interaction avec les cellules épithéliales

intestinales dans la bactérie AIEC LF82 associée a la maladie de

Crohn.

Publication n°2
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Role of decreased levels of Fis histone-like protein in Crohn’s disease-associated AIEC
LF82 bacteria interacting with intestinal epithelial cells.
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Introduction

L’existence de systémes de régulation de la virulence chez les bactéries AIEC a été mise
en évidence lors de I'étude du comportement de mutants de la souche AIEC LF82 dépourvus
de flagelles. Dans la premiére partie de ce mémoire, nous avons montré que cette régulation
est médiée par le facteur sigma FliA et fait intervenir la concentration intracellulaire en
second messager le di-GMPc (Claegtal., 2007). De plus, le milieu intestinal pourrait
constituer un signal clé dans le déclenchement de I'expression de géenes de virulence chez les
souches AIEC associées a la MC. En effet, I'implication du systéme d’osmorégulation
EnvZ/OmpR et de la voie®™ a été mise en évidence dans la régulation de la virulence de la
souche AIEC LF82 et ce systeme n’est pas mis en place chez une souche de type K-12. Ainsi
les souches AIEC auraient mis en place un systeme permettant un avantage adaptatif pour
coloniser une muqueuse intestinale (Rolhion et al., 2007).

Outre ces systéemes de régulation spécifiques, nous avons abordé dans une deuxieme partie
de ma these l'analyse des régulateurs globaux que sont les protéines de type-histone
interagissant directement avec ’ADN et interférant ainsi avec la transcription de nhombreux

genes.
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The interaction of Crohn’s disease (CD)-associated adherent-invasive Escherichia coli (AIEC) strain LF82
with intestinal epithelial cells depends on surface appendages, such as type 1 pili and flagella. Histone-like
proteins operate as global regulators to control the expression of these virulence factors. We evaluated the role
of histone-like proteins in AIEC reference strain LF82 during infection of intestinal epithelial cells, Intestine-
407, and observed that the fis mRNA level was decreased. The role of Fis in AIEC LF82 was determined by
studying the phenotype of an LF82 fis::Km mutant. This was the first mutant of strain LF82 that has been
described thus far that is unable to express flagellin but still able to produce type 1 pili. The cyclic-di-GMP
pathway linking flagella and type 1 pilus expression is not involved in Fis-mediated regulation, and we
identified in the present study Fis-binding sites located upstream of the fimE gene and in the intergenic region
between fimB and nanC of the fim operon encoding type 1 pili. The major consequence of decreased Fis
expression in AIEC bacteria in contact with host cells is a direct downregulation of fimE expression, leading
to the preferential ON phase of the fimS element. Thus, by maintaining type 1 pilus expression, AIEC bacteria,
which interact with the gut mucosa, have greater ability to colonize and to induce inflammation in CD patients.

Crohn’s disease (CD) is an inflammatory bowel disease oc-
curring in individuals with a genetic predisposition in whom an
environmental or infectious trigger causes an abnormal im-
mune response (53). Several lines of evidence suggest that
bacteria play a role in the onset and perpetuation of inflam-
matory bowel disease (IBD) (45). Escherichia coli has been
assigned a putative role in CD. The bacteria are abnormally
predominant in early and chronic ileal lesions of CD, and most
E. coli strains isolated from the ileal mucosa of CD patients
adhere to intestinal epithelial cells (17, 32). In addition to their
ability to adhere, E. coli cells are able to invade intestinal
epithelial cells and belong to the pathogenic group of E. coli,
adherent-invasive E. coli (AIEC) (10). Many independent
studies have reported the abnormal presence of AIEC bacteria
associated with ileal mucosa of CD patients (16, 36, 37) owing
to increased ileal expression of CEACAMG6 (carcinoembryonic
antigen-related cell adhesion molecule 6), which acts as a re-
ceptor for AIEC binding to the intestinal mucosa (6).

Various bacterial factors act in concert for full virulence of
AIEC, including flagella, OmpC, and type 1 pili (5, 9, 13, 43).
Experiments performed in vitro with cultured intestinal epithe-
lial cells, ex vivo with human isolated enterocytes from CD
patients, or in vivo using transgenic mice expressing human
CEACAM receptors showed that type 1 pili play a key role in
the ability of AIEC bacteria to adhere to and to invade intes-

* Corresponding author. Mailing address: CBRV, 26 Place H. Dunant,
JE 2526, F-63000 Clermont-Ferrand, France. Phone: 33 4 73 17 79 97.
Fax: 334 73 17 83 71. E-mail: arlette.darfeuille-michaud(@u-clermont1.fr.

¥ Published ahead of print on 29 January 2010.
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tinal epithelial cells and to induce intestinal inflammation (6, 9,
11). Nucleotide sequences of fim genes revealed that strain
LF82 produces variants of type 1 pili that differ from those of
E. coli K-12. In the absence of type 1 pili, AIEC bacteria are no
longer able to adhere to and to invade intestinal epithelial
cells. Similar loss of adhesion-invasion was observed in flagel-
lum-negative mutants, following coregulation between flagella
and type 1 pilus expression, which depends on the level of
intracytoplasmic cyclic di-GMP (c-di-GMP) (5, 13). We previ-
ously reported that these type 1 pilus variants have to be
expressed in the genetic background of strain LF82 in order to
promote bacterial uptake since their expression in E. coli strain
K-12 is not sufficient to confer invasiveness (9). The search for
factors involved in the regulation of AIEC virulence led us to
focus on the global regulators, histone-like proteins.

In addition to RNA polymerase and transcription factors,
the chromosome of E. coli cells is bound by a battery of pro-
teins, called histone-like proteins, involved in DNA repair,
replication, protection, and folding. Many of these proteins can
also act as global transcription factors that bind to the DNA
with little or no sequence specificity and operate at a high level
in the hierarchy; a relatively small number of DNA binding
proteins influences the transcription of large numbers of genes
(for a review, see reference 20). Variations in the concentra-
tion of these proteins play a part, along with other regulators,
in fine-tuning the expression of many genes, including those
involved in pathogenesis. Histone-like proteins are generally
involved in various delicately balanced processes, and some
antagonism between these effects exists. The histone-like pro-
teins known to regulate bacterial virulence are the integration
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Relevant characteristic(s)

Source or reference

Strains
AIEC LF82 E. coli isolated from an ileal biopsy of a patient with CD 17
K-12 fis::Km E. coli K-12 with a kanamycin resistance cassette in the fis gene 23
LF82 fis::Km LF82 isogenic mutant deleted of fis gene This study
LE82 AfliA LF82 isogenic mutant deleted of fli4 gene 13
Plasmids
pKOBEG pBAD cloning vector harboring \ phage redyBa operon; chloramphenicol resistant 12
pKD4 Plasmid with a kanamycin resistance cassette 18
pBAD18 E. coli cloning vector; ampicillin resistant 24
pBAD30 E. coli cloning vector; ampicillin resistant 24
pBADyhjH pBAD18 harboring the entire yijH gene of LF82 E. coli 13
pBADfis pBAD30 harboring the entire fis gene of LF82 E. coli, amplified with fisEcoF and This study
fisHindR primers
pUC18 E. coli cloning vector; ampicillin resistant NEB“

“ New England Biolabs, Beverly, MA.

host factor (IHF), the histone-like dimeric HU protein, the
histone-like nucleoid structuring protein (H-NS), the leucine-
responsive regulatory protein (Lrp), and the factor for inver-
sion stimulation (Fis) (19, 30, 35, 39). Fis binds to and bends
DNA and associates as a homodimer on the DNA containing
a consensus sequence (for a review, see reference 41). It is a
regulator of transcription that can act positively or negatively,
depending on the location of its binding site with respect to the
target promoter. In many cases, the Fis protein can influence
transcription by modulating promoter activity through its abil-
ity to affect the level of DNA supercoiling. The Fis protein acts
as a modulator in the expression of virulence genes during
intracellular growth in Salmonella (39) and acts as a negative
regulator of curli expression in attaching and effacing E. coli
(44). We show here that decreased levels of Fis in AIEC LF82
bacteria associated with intestinal epithelial cells result in loss
of flagellum expression but continuance of type 1 pilus expres-
sion through fimE-dependent phase variation and indepen-
dently of the c-di-GMP pathway.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and cell lines. Strain LF82, which belongs to E.
coli serotype O83:H1, was isolated from a chronic ileal lesion of a patient with
CD. Strain LF82 is sensitive to most antibiotics but not to amoxicillin. It adhered
to and invaded HEp-2, Intestine-407, and Caco-2 cells (10). E. coli strain IM109
was used as the host strain for cloning experiments. Bacterial strains and plas-
mids used in this study are listed in Table 1.

Plasmid vectors pBAD18 and pBAD30 Amp" were used in cloning experi-
ments. Bacteria were grown routinely in Luria-Bertani (LB) broth or on LB agar
plates (Institut Pasteur Production, Marnes-la-Coquette, France) overnight at
37°C. Antibiotics were added to the medium at the following concentrations:
ampicillin, 50 pg/ml; kanamycin, 50 wg/ml; and chloramphenicol, 25 wg/ml. Sialic
acid was used at 0.1% (wt/vol) (Sigma).

Intestine-407 cells (derived from human intestinal embryonic jejunum and
ileum) were purchased from Flow Laboratories, Inc., McLean, VA. Cultured
cells were maintained in an atmosphere containing 5% CO, at 37°C in modified
Eagle medium (Seromed; Biochrom KG, Berlin, Germany) supplemented with
10% (vol/vol) fetal bovine serum (PAA), 1% nonessential amino acids (Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France), 1% vL-glutamine (Life Technologies),
200 U of penicillin, 50 mg of streptomycin, and 0.25 mg of amphotericin B per
liter and with 1% of minimal essential medium (MEM) vitamin mix X-100 (Life
Technologies).

Separation of plasmid topoisomers by gel electrophoresis. AIEC LF82 was
transformed by electroporation with the pUC18 multicopy plasmid and used to
infect the intestinal epithelial cell line Intestine-407. Plasmid DNA was recov-

ered either from bacteria directly or from cells containing intracellular bacteria
using a plasmid purification kit (Macherey-Nagel), and plasmids were separated
by electrophoresis on a 1% agarose gel containing 2.5 pwg/ml of chloroquine.
Under these conditions topoisomers that are more supercoiled run faster in the
gel than more relaxed topoisomers (26). Samples were transferred to a nylon
membrane. A probe targeting the ampicillin resistance cassette on pUCIS8 was
generated using a PCR digoxigenin (DIG) labeling kit (Roche) and the pucl8fl
and pucl8rl primers (Table 2), hybridized on the blot, and detected using an
anti-DIG antibody, which was visualized using CDP-star (Roche) to reveal the
different topoisomers.

DNA manipulations and PCR experiments. PCR conditions and all PCR
primer sequences are listed in Table 2. DNA to be amplified was released from
whole organisms by boiling. Bacteria were harvested from 1.5 ml of an overnight
broth culture, suspended in 150 wl of sterile water, and incubated at 100°C for 10
min. After centrifugation of the lysate, 5 pl of the supernatant was used in the
PCR assays. Usually, 30 PCR cycles were performed. Amplification products
were separated by electrophoresis on a 1% agarose gel.

Western blot analysis. Samples of bacteria were grown overnight at 37°C in LB
broth without agitation. A total of 700 pl of culture was centrifuged; the pellet
of bacteria was suspended in 100 wl of SDS sample buffer and heated for 5 min
at 95°C, and equivalent amounts of protein extract were separated by SDS-
PAGE (12 or 17% polyacrylamide). Proteins were electroblotted onto nitrocel-
lulose membranes (Amersham International), and the membranes were immu-
noblotted for type 1 pili (rabbit antiserum raised against purified type 1 pilus
preparations, diluted 1:7,500), and RNA polymerase alpha subunit (rabbit anti-
alpha, 1:10,000). Immunoreactants were detected by autoradiography using
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin G antibody (1:
10,000) and enhancing chemiluminescence (Amersham Biosciences).

RNA manipulations and real-time RT-PCR. Total RNAs from bacteria asso-
ciated with epithelial Intestine-407 cells and from bacteria grown in MEM were
extracted using a protocol adapted from Lucchini et al. (34). After treatment
with DNase (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) to eliminate contami-
nating DNA, total RNAs were reverse transcribed and amplified using specific
primers (Table 2). Real-time reverse transcription-PCR (RT-PCR) was per-
formed using an Eppendorf Replex, and quantification of the mRNA level or 16S
rRNA (as a control) was performed using RNA Master SYBR Green 1 (Roche
Diagnostics) with 0.25 pg of total RNA. Amplification of a single expected
RT-PCR product was confirmed by electrophoresis on a 2% agarose gel.

Construction of fis insertion mutant. To construct fis insertion mutants in
AIEC strain LF82, the resistance cassette was amplified from E. coli K-12
mutants carrying an insertion in the target gene. In addition, strain AIEC LF82
was transformed with pKOBEG plasmids, which encode Red proteins from
phage \ under the control of an L-arabinose inducible promoter. Plasmids were
maintained in bacteria at 30°C with 25 pg/ml of chloramphenicol and killed at
42°C. Strain LF82/pKOBEG was grown at 30°C in the presence of 1 mM L-
arabinose to induce Red expression. When the optical density at 620 nm (ODg5)
reached 0.6, the bacterial culture was incubated for 20 min at 42°C to eliminate
the plasmid. Bacteria were washed three times with 10% glycerol, and PCR
products were electroporated. Replacement of the gene by the kanamycin resis-
tance cassette in mutants was confirmed by PCR.
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TABLE 2. Oligonucleotides used and PCR product sizes

. . . A PCR product Annealin
Primer Oligonucleotide sequence (5'-3") sizep(bp) Use temp (°C§
K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT 473 Kanamycin resistance cassette amplification 54
K2 GGTGCCCTGAATGAACTGCA
KT CAGTCATAGCCGAATTACCCT Localization verification of kanamycin
resistance cassette
hupBFint TTGATCGACAAGATTGCTGC 199 RT-PCR amplification 52
hupBRint CGCGTCTTTCAGTGCTTTAC
hnsFint GAACAACATCCGTACTCTTC 334 RT-PCR amplification and 52
hnsRint GATTACAGCTGGAGTACGGC
ihfAFint TTGATAAGCTTGGGCTTAGC 248 RT-PCR amplification and 52
ihfARint CGAAGCGTTTTCGACCCGGC
fisF GAACAGCTGGAGGCGTTGGAG 438 LF82 fis::Km insertion mutant 55
fisR AATCAAGCATTTAGCTAACCTG construction
fisFint CGAACAACGCGTAAATTCTG 260 RT-PCR amplification and 52
fisRint GCAGCGTACCACGGTTGATG LF82 fis::Km insertion mutant verification
IrpFint CAAGAAGCGCCCTGGCAAAG 467 RT-PCR amplification and 52
IrpRint CCAGACGATTACTCTGCTTG
pucl8fl CCTATCTCAGCGATCTGTCT Synthesis of pUC18 probe 55
pucl8rl GATGGCATGACAGTAAGAGA
yhjHFint GCGCCAGATTGAGGATCTTC 241 RT-PCR amplification 55
yhjHRint GAAAGAAACCAGCCTTGTGC
yaiCFint CTGGTGTTGATGGTGGTTTC 291 RT-PCR amplification 55
yaiCRint GTTGCATCGCGATTATGCCG
ycgRFint CCATGAGCAGTTCCTGAAAC 262 RT-PCR amplification 55
ycgRRint CTGCTGTAGTTGTTCAACAG
fliCFint TGGTGCTGCAACTGCTAACGC 212 RT-PCR amplification 55
fliCRint TTATCGGCATATTTTGCGCTAGC
csgDFint ACGCCTTGCAACCCATTGAC 160 RT-PCR amplification 55
csgDRint GGCAGGATACTTTGAGCAGG
MICsgEF AGAACTACTGCATGTTTGACACGCATTGCA 1573 LF82-DesgE isogenic mutant construction 55
GCCTCCGAACAATTTTTTATGTAG
MICsgER CCGGACACAAGCGGTTTCCTGGGCAAACG
ATAACCTCAGGCGATAAAGCCCATATGA
ATATCCTCCTTAGTTC
csgEF AATCTTTTCAAGAAGATAGCCG 552 LEF82-DesgE isogenic mutant verification 55
csgER CCAGCCCAACTTAATGGCG
csgEFint CTTAACGATTAATGAAAGGCCC 208 LEF82-DesgE isogenic mutant verification 55
csgERint ATCATGCGCCAAATCGCCCG
fisEcoF CCGGAATTCCCATTGAGGATGCCAGCGAAC 391 Cloning of the fis gene 55
fisXbaR GCTCTAGAGCACCTGAATTAGTTCATGCCG
profinEF ACTTCGGGTGTGGTTATCTT 75 Synthesis of fimE promoter containing the 50
Fis binding site
profimER TTGAATGAATACCTATAGG
pronanCF TCGCGGTGCACCTTTATACC 75 Synthesis of nanC promoter containing the 55
Fis binding site
pronanCR AATTGCAAATCTCGTTTTGT
Fis-nanC-F-FAM  GGTCTCCTGTGAAAATTCTC 567 Footprinting assay containing the Fis 55
binding site
Fis-nanC R TGATGAGAATTATGATCAGC
Fis-fimE-F-FAM  TAAGTTAACCATATCCATAC 582 Footprinting assay containing the Fis 55
binding site
Fis-fimE-R ACGTAACGGGTGAACGGTAG
fimEFint GGCATATCGGCATGGGATGC 168 RT-PCR amplification 50
fimERint GAACGCTGGACCCAGGAACG
nanCFint GTAAGTGACATATCCATCCC 180 RT-PCR amplification 56
nanCRint CATTTTAGCAGCAACGGCAC
fimBFint CCTGACCCATAGTGAAATCG 156 RT-PCR amplification 55
fimBRint CTTTGCCTTAAGATCAATATC
FIME GCAGGCGGTTTGTTACGGGG 750 Off-oriented invertible element 55
INV GAGGTGATGTGAAATTAATTTAC
FIMA GATGCGGTACGAACCTGTCC 450 On-oriented invertible element 55
INV GAGGTGATGTGAAATTAATTTAC
16S 1 ATGACCAGCCACACTGGAAC 157 RT-PCR amplification 55

16S 2

CTTCCTCCCCGCTGAAAGTA
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Transmission electron microscopy. Bacteria were grown overnight in Luria-
Bertani broth without shaking and were fixed and negatively stained with 1%
ammonium molybdate on carbon-Formvar copper grids. Gold immunolabeling
was performed as follows. A washed bacterial suspension was placed on carbon-
Formvar copper grids. Excess liquid was removed, and the grids were placed face
down on antiserum (1:1,000) raised against purified type 1 pili for 15 min. After
10 washings, the grids were placed on a drop of gold-labeled goat anti-rabbit
serum (Jansen Life Sciences Products, Olen, Belgium) for 15 min. After a further
thorough washing, the grids were negatively stained with 1% ammonium molyb-
date for 1 min.

Bacterial growth and motility assay. Each strain was tested for the ability to
grow under static conditions in MEM at 37°C for 8 h. The experiment was
monitored by measuring the ODg,,. For motility assays, bacteria were grown
overnight at 37°C on LB broth, and 2 .l of this culture was inoculated onto 0.3%
agar plates. The plates were incubated at 37°C for 10 h, and motility was assessed
qualitatively by examining the circular swim formed by the growing motile bac-
terial cells.

Yeast cell aggregation assay. Commercial baker’s yeast (Saccharomyces cer-
evisiae) was suspended in phosphate-buffered-saline (PBS; 10 mg dry weight/ml).
E. coli strains were resuspended to an optical density of 0.2 at 620 nm in PBS.
Equal volumes of fixed yeast cell suspension and decreasing concentrations of E.
coli suspension were used, and aggregation was monitored visually.

Adhesion assays. Monolayers were seeded in 24-well tissue culture plates
(Polylabo, Strasbourg, France) with 4 X 10° cells/well and incubated for 20 h.
Monolayers were then infected in 1 ml of the cell culture medium without
antibiotics and with heat-inactivated fetal bovine serum at a multiplicity of
infection (MOI) of 10 bacteria per epithelial cell. After a 3-h incubation period
at 37°C, monolayers were washed three times in PBS (pH 7.2). The epithelial
cells were then lysed with 1% Triton X-100 (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO) in deionized water. Samples were diluted and plated onto Mueller-
Hinton agar plates to determine the number of CFU corresponding to the total
number of cell-associated bacteria (adherent and intracellular bacteria). The
infected monolayers were centrifuged for 10 min at 1,000 X g before the 3-h
infection period.

Consensus elaboration. The MEME (http:/meme.sdsc.edu/meme/meme
.html) software program (version 4.1.0) was used for the identification of motifs
within 65 sequences (Table 3) previously reported to bind Fis protein (1, 25, 48,
51). MEME uses the method of Bailey et al. to identify likely motifs within the
input set of sequences (2, 4). It produces a consensus sequence and a position-
specific probability matrix, which has probabilities associated with each base at
each position. A range of motif widths (=15 nucleotides in length) and zero or
one motif per sequence were specified in our queries.

We then applied the MAST program (version 4.0), using the motif weight
matrix from the MEME program, to search for the motif in the fim operon as
well as for a random sequence model based on the letter composition of the
target sequence. The algorithm in MAST calculates position scores for the motif
at each possible position within a sequence (3). These scores are translated into
position P values, which represent the probability of a randomly selected position
in a randomly generated sequence having a match score at least as large as that
of the given position. The best (i.e., lowest) position P values are then adjusted
to take into account the length of the sequence. Only the motif hits with a
position-specific goodness-of-fit P value of less than 10~* were considered to
identify putative Fis-binding sites (FBSs).

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). DNA binding by the purified Fis
protein was assayed by incubating the 75-bp DNA fragment that harbors a
Fis-binding site in its center with increasing concentrations of Fis for 15 min in
the presence of excess poly(dI-dC) double-stranded DNA to prevent nonspecific
interactions. After separation of the products on a 12% native polyacrylamide
gel, complexed and uncomplexed DNA fragments labeled with DNA DIG
ddUTP by a terminal transferase enzyme fill-in reaction were visualized using an
alkaline-phosphatase-coupled anti-DIG antibody (DIG Gel Shift Kit, 2nd Gen-
eration; Roche).

DNase I footprinting by an automated DNA sequencer. Probes were generated
by PCR with the primers Fis-nanC-F-FAM/Fis-nanC-R and Fis-fimE-F-FAM/
Fis-fimE-R (where FAM is 6-carboxyfluorescein) (Table 2). The PCRs were
performed for 30 cycles under the following conditions: 95°C for 30 s, 55°C for
30's, and 72°C for 60 s. PCR products, FAM labeled at the 5’ end, were purified
using a NucleoSpin Extract IT (Macherey-Nagel) kit and quantified using an
Eppendorf BioPhotometer. Each 10-pl reaction mixture contained 10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 5 mM KCl, 1 mM EDTA, 2 mM dithiothreitol (DTT), 0.1 mg/ml
bovine serum albumin (BSA), 8% glycerol, 20 ng of FAM-labeled DNA frag-
ment, and 0.45 nM purified Fis protein. After incubation at 25°C for 15 min,
DNase I (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), freshly prepared by a 1/10
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TABLE 3. The 65 sequences selected to define the motif
corresponding to the FBSs

Gene name

Sequence Position b

no. or DN‘,;A P value FBS
region

1 fis5 3.26e—06 ATT GGTCAAAGITTGGECC TTT
2 7 4.04e—-06 TA GGTCAAATTTTGACC TATA
3 thru3 1.36e—05 GTC GCATAAAATGTGACC AAT
4 mul left end 1.62e—-05 AAC GACTAAAATTTGCAC TAC
5 nhdl 1.94¢-05 ATT GITTATTATTTGAGC GAA
6 hin3 distal 2.28e—05 TGC GGTCACAATTTGCAC TAG
7 ndr 3.18e—05 TATGCC GTTCAAGAAATCGCC
8 rmbl 3.72e—05 AAC GGGCAATAATTGITC AGC
9 6 3.72¢—05 TA GATCAAATTTTGATC TATA
10 ndr4 4.36e—-05 CCC GTTCAAGAAATCGGC CGA
11 thrul 4.36e—05 GAT GTTGAAAAAGTGTGC TAA
12 hin2 proximal 5.07e—05 GGG TGTCAACAATTGACC AAA
13 mnS51 5.07¢e—05 GGG GATCAAGATCTGATC AAG
14 13 5.07¢e—05 TA GCTTAAATTTTAAGC TATA
15 aldb4 5.90e—-05 ACT GGCGAAGATTTCGCC AGT
16 fis2 7.87e—05 AGT GACTAAAATTTACAC TCA
17 cin2 distal 9.04e—05 AAA GCGCAGGATGTGAGC TAA
18 propl 1.03e—04 AAA GGTCATTAACTGCCC AAT
19 aldb3 1.03e—04 AGC GGCTAACAATTTGCC AGC
20 rmb3 1.34e—-04 ACC GCGCAACATTCAACC AAA
21 tyrt3 1.96e—04 TAC GGATGAAAATTACGC AAC
22 fis6 2.21e—04 ATG AGTTAAGAAATGACC ATA
23 fis 2.21e—04 CTA GTGCAAATTGTGACC GCA
24 nhd2 2.49e—04 GIT GCTGAAAAGATAGGC GAC
25 ginl proximal 2.79¢—04 GGG TATCAACAAATGACC AGA
26 tgt-secl 3.13e—04 TGA GCTAAAAAATTCATC GAT
27 hinl 3.50e—04 AGC GACTAAAATTCTTCC TTA
28 prop2 3.50e—04 TCC GGTTAAGGAATGTAC AAT
29 mu2 right end 3.91e—04 ATA GITTGGTATTTAGCC GCT
30 tyrt] 391e—04 GGC GATTAAAGAATAATC GTT
31 gin3 4.36e—04 TTT GAAGATAAATTAAGC GGA
32 gin2 distal 4.36e—04 TTT GTGCAGGATGTGAAC AAA
33 aldbl 4.36e—04 GCT GCGCGATAAATCGCC ACA
34 1gt-sec2 5.39e—04 TTT GGATAGAATATAATC GAT
35 fisl 5.39e—04 TTT GCCGATTATTTACGC AAA
36 hin4 5.98¢—04 GCG GACTGGGATTTGITC AGG
37 ndr3 5.98¢—04 AAA GATTAATAAGCCATC TAT
38 thru2 5.98e—04 CAC GATGAAGAAACAGCC GAA
39 oricl 5.98e—04 ACA ACTCAAAAACTGAAC AAC
40 rmb2 7.32¢—04 AAC GCTCGAAAAACTGGC AGT
41 pucl9 lacP 8.08¢—04 GGT GCCTATTGAGTGAGC TAA
42 cinl proximal 8.08e—04 GCG TATCAACAAATGAAC AAA
43 hin5 8.90e—04 AGT GITGATTACTTGIGC CAT
44 fis3 8.90e—04 GTG GTGCGATAATTACTC ATA
45 lambdal att 9.80e—04 TTT GCATAAAAAACAGAC TAC
46 hns2 1.08¢—03 TTG GGGTAGCAATAGAGC CTT
47 ndrl 1.18¢—03 ACC GAATAGAAAACAACC ATT
48 hns3 1.30e—03 AGG AATTACAAATTGITC TTT
49 hns7 1.56e—03 AAT GATGAAAAGTAGAAC AAG
50 hns6 1.86e—03 GAA GACTGAAAGGTCGTC AGG
51 fis4 1.86e—03 ATT GCATTTAAAATGAGC GTG
52 hns4 2.61e—03 TCT TTTCATAAAATTAGC CAG
53 oric2 3.07e—-03 TAA GTATACAGATCGTGC GAT
54 cin3 3.33¢—03 CTG GGTTAAAAAAGTTAC TCC
55 aldb2 3.61e—03 TGT AATCATCATTTCCAC AAC
56 hnsl 4.22¢-03 TAA GITTGAGATTACTAC AAT
57 cind 4.55¢—-03 GTC GTATGGAAGTTAGAC CGT
58 hns5 5.70e—03 TGA GGTTAAAACTTCCTG ATT
59 lambda3 OLII 5.70e—-03 TGC GGTGATAAATTATCT CTG
60 hnsS 6.13e—03 AAC GAATTAAAGGTAACC AGT
61 nhd3 8.13e—03 AAT GGTTATTAACATAGC TCT
62 3 9.32e—03 TA TCTCAAATTTTGAGA TATA
63 lambda2 OLI 1.56e—02 TTC ATATAAAAAACATAC AGA
64 ndr2 1.56e—02 ATT GACCACAACTGATAC ATC
65 ndr5 1.87¢e—02 GAA GAGAAAAATTTGITA AAA

“ As described by Shao et al. (48).
" The letters in bold indicate the bases included in the 15-residue FBS motif.

dilution, was added. After 5 min at 25°C, digestion was stopped by chilling the
sample on ice and the addition of stop solution (0.3 M sodium acetate [NaAc]
and 5 mM EDTA). DNA fragments were further purified using a NucleoSpin
Extract IT (Macherey-Nagel) kit and analyzed using an ABI Prism 3100 Genetic
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FIG. 1. DNA supercoiling, orientation of the fim$S element, and quantification of fis, hns, hupB, ihfA, and Irp mRNA levels in AIEC LF82
associated with intestinal epithelial cells. (A) The wild-type strain harboring pUCI18 reporter was used to infect Intestine-407 cells for 3 h or was
grown in MEM or conditioned MEM. Plasmid DNA was separated by electrophoresis on 1% agarose gel containing 2.5 pg/ml chloroquine, and
topoisomers were detected by hybridization with DIG-labeled pUC18 probe. (B) Determination of the orientation of the fim operon invertible
element in wild-type AIEC LF82 strain grown in MEM or in conditioned MEM for 3 h or after a 3-h infection period of Intestine-407 cells. A
450-bp product revealed ON orientation, and the 750-bp product revealed the OFF orientation of the invertible element. (C) Determination of
the amount of the FimA subunit by Western blotting using antibodies raised against type 1 pili was performed. As a control, Western blot analysis
was performed using antibodies raised against the a-subunit of RNA polymerase. (D) mRNA levels of fis, hns, hupB, ihfA, and Irp genes encoding
histone-like proteins in AIEC LFS82 bacteria after a 3-h infection period of Intestine-407 cells relative to levels in AIEC LF82 bacteria grown for
3 hin MEM cell culture medium using real-time RT-PCR. As controls, 16S rRNA levels were measured. Only experiments showing the same levels
of 16S rRNA for each sample were taken into account. Data represent means of at least three separate experiments; bars indicate and standard
errors of the means (SEM). Lanes 1, wild-type AIEC LF82 strain grown in MEM; lanes 2, AIEC LF82 after a 3-h infection period of Intestine-407
cells; lanes 3, AIEC LF82 grown in conditioned MEM for 3 h.

Analyzer (Applied Biosystems) capillary sequencer. A GeneScan 400HD ROX 1C), which is certainly due to the fact that LF82 bacteria grown
size standard (Applied Biosystems) ladder was used as an internal control. in MEM were highly piliated and any increase in piliation was

Statistical analysis. To analyze the significance of differences between adhe- . . .
sion and invasion levels, a Student’s ¢ test was used for comparison of two groups difficult to measure. Type 1 plluS cxpression depends on DNA

of data. All experiments were made at least three times. A P value of less than relaxation in E. coli (15), and histone-like proteins participate
or equal to 0.05 was considered statistically significant. in the organization of the nucleoid by affecting DNA super-
coiling (50). We therefore measured the levels of hupB, ihfA,

RESULTS fis, hns, and Irp mRNAs, encoding HUB, IHF«, Fis, H-NS, and

Lrp proteins, respectively, by RT-PCR in LFS82 bacteria after a
3-h infection period of Intestine-407 epithelial cells or after 3 h
of bacterial growth in MEM (Fig. 1D). The levels of mRNA
encoding H-NS, HUB, IHFa, and Lrp histone-like proteins
were not significantly different between cell-associated AIEC
LF82 bacteria and bacteria grown in MEM, indicating that
these histone-like proteins were unchanged during the infec-
tion process. In contrast, the fis mRNA level was 7.9- = 4.7-

Expression of histone-like protein-encoding genes in cell-
associated bacteria. To explore the involvement of global reg-
ulators in the ability of AIEC bacteria to adhere to intestinal
epithelial cells, we first compared the variations in DNA su-
percoiling in cell-associated bacteria and in bacteria cultured
in cell culture medium. We compared changes in supercoiling
levels of reporter plasmid pUCI18 control DNA in Intestine-
407 cell-associated LF82 bacteria and in bacteria grown in . e . . .
MEM or conditioned MEM. In cell-associated AIEC LFS2 fold decreased in b.acterlla interacting with Intgst1ne-407 cells,
bacteria, the supercoiling levels of plasmid topoisomers were but due to a large dispersion of tk}e Yalues (ranging from 1.3- to
higher than those from AIEC LFS82 bacteria grown in cell 31.1-fold), only a tren‘? toward significance was observed (P T
culture medium or conditioned medium (Fig. 1A). As type 1 9'09)' Thus, these ﬁn.dH.IgS suggest t'hat. decr.eased l.evel§ of Fis
pili are the major bacterial factors responsible for the ability of 11 AIEC LF82 bacteria in contact with intestinal epithelial cells
AIEC LF82 bacteria to adhere, we analyzed AIEC type 1 pilus could be responsible 'for variations in DNA supercoiling gnd
expression in bacteria associated with intestinal epithelial cells. ~ thus for’ the preferential ON-phase orientation of type 1 pilus
The regulation of type 1 pilus expression is controlled by a expression.
process called phase variation that allows bacteria to switch Phenotype of AIEC LF82 Fis-negative mutant. In order to
between piliated (ON) and nonpiliated (OFF) states by invert- evaluate the role of Fis histone-like protein in the ability of
ing an fimS DNA element located upstream of the fim operon. AIEC strain LF82 to adhere to Intestine-407 cells, an insertion
Thus, we analyzed the orientation of fimS using a PCR-based ~ mutant interrupted in the fis gene was constructed. Growth
approach (47). In cell-associated AIEC bacteria, we observed curves during an 8-h period in MEM of the Fis histone-like

a preferential ON-phase orientation, whereas in AIEC bacte- protein-negative mutant were similar to those of wild-type
ria grown in cell culture medium alone or in conditioned cell strain LF82 (data not shown). Analysis of the LF82 fis::Km
culture medium approximately half of the bacteria in the pop- mutant phenotype indicated that it was nonmotile (data not

ulation were in OFF phase (Fig. 1B). However, Western blot shown) and did not express FliC, and no flagella were observed
analysis did not reveal an increased level of FimA, the major in the LFS82 fis::Km mutant by electron microscopy examina-
subunit of type 1 pili, in cell-associated AIEC bacteria (Fig. tion (Fig. 2A). Immunogold labeling assays using polyclonal
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FIG. 2. Type 1 pilus expression and adhesion ability of LF82 wild-type strain and LF82 fis::Km mutant with induced YhjH and Fis expression.
(A) Transmission electron microscopy (TEM) examination of bacteria stained using immunogold labeling with antibodies raised against purified
type 1 pili (black arrow). Flagella (gray arrow) were observed only on the surface of wild-type bacteria. The black scale bar represents 500 nm.
(B) In LF82 AfliA and LF82 fis::Km mutants harboring the pBADyhjH construct, expression of YhjH protein was induced using 0.1% arabinose.
Intestine-407 cell-associated bacteria were quantified after centrifugation and a 3-h infection period. The mean number of cell-associated LFS82
bacteria was 7.2 X 10° = 3.9 X 10° CFU. Results are expressed as cell-associated (adherent plus intracellular) bacteria relative to those obtained
for strain LF82, taken as 100%. Each value is the mean = SEM of at least four separate experiments. The expression of functional type 1 pili was
evaluated by determination of the yeast aggregation. (C) Determination of the amount of FimA subunit by Western blotting using antibodies raised
against type 1 pili. (D) Overexpression of Fis was induced in LFS82 fis:Km and the wild-type strain harboring pBADfis construct with 0.1%
arabinose. Intestine-407 cell-associated bacteria were quantified after centrifugation and a 3-h infection period. The mean number of cell-
associated LF82 bacteria was 7.8 X 10° = 7.8 X 10° CFU. *, P < 0.05; ==, P < 0.01.

antibody raised against purified type 1 pili revealed that the
Fis-negative mutant produced amounts of type 1 pili similar to
those of the wild-type strain (Fig. 2A). Unexpectedly, a signif-
icant decrease in adhesion was observed for the LF82 fis::Km
mutant, with residual adhesion of 41.6% (Fig. 2B). The de-
crease in the ability of the LF82 fis::Km mutant to adhere was
type 1 pilus independent since the LF82 fis::Km mutant still
expressed functional type 1 pili on the bacterial surface, as
assessed by the ability of the bacteria to aggregate yeast cells

via binding to b-mannose residues located on the yeast surface
(Fig. 2B). We previously reported that nonflagellated LF82
bacteria were unable to produce type 1 pili (5) and that the
intracellular level of cyclic di-GMP is involved in the coregu-
lation between flagella and type 1 pilus expression in AIEC
strain LF82 (13). Data reported here indicate that this coregu-
lation is impaired in the LFS82 fis::Km mutant and suggest that
the Fis protein could regulate an unidentified adhesion factor.
This is not curli fimbriae, whose expression depends on the
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TABLE 4. Quantification of yaiC, yhjH, ycgR, and fliC expression in
AIEC strain LF82 and fis mutant strain

Gene Decrease in mRNA? Function

fliC 1776.72 = 0.01* Flagellin protein
yaiC 1.74 = 0.19 Cyclase

yhjH 22.37 = 0.04* Phosphodiesterase
ycgR 8.03 = 0.07* c-di-GMP receptor
csgD 1.11 =£0.23 Activator of curli

“ Fold decrease in mRNA levels in the LF82 fis:Km mutant strain relative to
that of wild-type strain LF82 using real-time reverse transcription-PCR. 16S
rRNA levels were measured as controls. Only experiments showing the same
levels of 16S rRNA for each sample were taken into account. Data are mean =+
standard error of at least three separate experiments. *, P < 0.01.

intracellular level of cyclic di-GMP since an AIEC LF82 AcsgE
negative mutant presented no defect in its adhesion ability
(data not shown), and no difference in csgD mRNA level was
observed between the fis mutant and wild-type strain LF82
(Table 4).

To evaluate whether the c-di-GMP pathway could be in-
volved in the impaired ability of the LF82 fis::Km mutant to
adhere, we measured mRNA levels in the LFS82 fis::Km mutant
of genes yhjH encoding the EAL domain phosphodiesterase
YhjH, yaiC encoding the GGDEF domain diguanylate cyclase
YaiC, and ycgR encoding the c-di-GMP specific receptor YcgR
in the LF82 fis::Km mutant and in wild-type strain LF82. The
yaiC mRNA level was not modified in the LF82 fis::Km mutant
(Table 4). Conversely, those of ya4jH and ycgR were 22.3-fold
and 8.0-fold lower, respectively, in the LF82 fis::Km mutant
than in wild-type strain LF82. These decreases were similar to
those observed in the LF82 Affi4 isogenic mutant (13). Thus,
we induced expression of the phosphodiesterase YhjH in the
LF82 fis::Km mutant to decrease the intracellular concentra-
tion of c-di-GMP. The pBADyhjH plasmid carrying the yhjH
gene under an arabinose-inducible promoter was therefore
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transformed into the LF82 fis::Km mutant (Fig. 2B). Similar
experiments were performed with the LF82 Afli4A mutant as a
control to confirm that overexpression of YhjH restored its
ability to interact with Intestine-407 cells (Fig. 2B). The in-
duced expression of YhjH in the LF82 fis::Km mutant did not
restore its ability to adhere, which suggests that there could
exist an as yet unidentified adhesive factor whose expression is
decreased in an AIEC LF82 fis-negative mutant independently
of the intracellular concentration of c-di-GMP.

To further understand why the LF82 fis::Km mutant, which
did not express flagella, did not behave like the LF82 Afli4
mutant with regard to type 1 pilus expression, we investigated
whether Fis could have a direct role in the expression of these
fimbriae. We induced overexpression of Fis in the AIEC LF82
wild-type strain and observed impaired FimA expression (Fig.
2C) and, consequently, significantly decreased adhesion ability
(Fig. 2D). Of note, overexpression of the Fis protein in the
LF82 fis::Km mutant induced an even greater decrease in ad-
hesion. Together, these results indicated that there could exist
in AIEC strain LF82 two mechanisms that regulate the ability
of LF82 bacteria to adhere to intestinal epithelial cells and that
involve different Fis concentrations.

Regulation of AIEC strain LF82 type 1 pilus expression by
the Fis histone-like protein. We therefore searched for motifs
in Fis-binding sites (FBSs) using the MEME program. This
analysis identified a 15-residue motif (5'-GGTCAAAAATTG
ACC-3") as the best possible FBS. Position P values of FBSs
varied between 3.26 X 107° and 1.87 X 10~ 2 because of the
low specificity of Fis-DNA interactions. The information con-
tent diagram provides information on which positions in the
motif are the most highly conserved (Fig. 3A). We then used
the MAST program to search for the presence of the motifs in
the regulatory regions of the fim operon and in random se-
quences. One motif was observed 58 bp upstream of the fimE
gene, encoding the FimE recombinase, which catalyzes the

nanC SfimB

FmE T >7;L| o >_

p. value: 3.2¢-05
GGTCAAAAATTGACC
T T A + o+
CAGATCAAAAATCACGCAA

p. value: 2.8e-05
GGTCAAAAATTGACC
++++++++++ +  ++

TCGGTCAAAATTAGCCCCA

FIG. 3. Identification of specific FBSs in the fim operon. (A) Sequence logo generated from 65 Fis-defined FBSs and their complements displays the
relative functional contribution of bases within the 15-bp core sequence of the Fis-binding site. Each column (position) in a motif can be characterized
by the amount of information it contains (measured in bits). Highly conserved positions in the motif have high information content; positions where all
letters are equally likely have low information content. (B) Location of putative identified FBS in regulatory regions of fim operon.
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ON-to-OFF inversion of the fimS DNA element; the other
motif was detected in the intergenic region between the nanC
gene (440 bp upstream), encoding the N-acetylneuraminic acid
(sialic acid) outer membrane channel protein, and the fimB
gene (1,009 bp upstream), encoding the FimB recombinase
which catalyzes both ON-to-OFF and OFF-to-ON inversions
(Fig. 3B). Their position-specific goodness-of-fit P values were
2.8 X 107 and 3.2 X 107 for DNA sequence upstream of
fimE and nanC-fimB, respectively. Among the 15 residues of
the motif, only two mismatches were observed in comparison
with the best possible FBS for the sequence upstream of fimE,
and four mismatches were observed for the sequence in the
intergenic region nanC-fimB. Of note, no putative FBS was
found 1 kb upstream of the start codon of the other identified
genes involved in adhesion and invasion of AIEC LFS82, such
as the yfgl, ompC, and nlpl genes, indicating that among the
genes previously described in AIEC LF82 bacteria, only type 1
pilus expression could be regulated by Fis.

To confirm that the Fis protein is able to specifically bind
DNA upstream of fimE and nanC-fimB and thus directly con-
trol their expression, EMSAs were performed using various Fis
concentrations with a 75-bp DIG-labeled DNA fragment har-
boring putative FBSs. The purified Fis protein was able to bind
specifically to the fimE promoter and in the intergenic nanC-
fimB region, forming two complexes with low Fis protein con-
centrations (between 0.02 and 0.22 nM), and a 100-fold excess
of non-labeled DNA competitor abrogated the shift (Fig. 4A
and B). The two FBSs identified in the type 1 pilus regulatory
region were bound with an affinity that was similar to that of
Fis for its high-affinity binding sites (48) and required Fis
concentrations of 0.033 nM to achieve more than 50% binding.
As a control, Fis protein at concentrations similar to those
used in the shift assays was unable to bind with similar affinity
to an unrelated DNA sequence that did not harbor an FBS
(Fig. 4C). DNase I footprinting with 0.45 nM purified Fis
protein using 5'-FAM PCR products harboring the predicted
FBS in a central position (567 bp for the intergenic region
nanC-fimB and 582 bp in the region located upstream of fimFE)
was performed using a capillary DNA sequencer. The results
revealed that Fis protein bound to FBS-predicted sequences,
5'-GATCAAAAATCAGCG-3' in the intergenic nanC-fimB
region and 5'-GGGCTAATTTTGACC-3' in the region up-
stream of fimE (Fig. 5), confirming that the FBSs upstream of
fimE and nanC-fimB were able to specifically bind Fis.

Fis positively controls fimE expression but negatively con-
trols that of rnanC. In order to verify that Fis could directly
regulate the expression of genes encoding NanC and the two
recombinases FimE and FimB, fimE, fimB, and nanC mRNA
levels were measured in the LFS82 fis::Km mutant and in wild-
type strain LF82. Concerning fimB, only a 1.5-fold decrease in
mRNA level was observed between the LF82 fis::Km mutant
and wild-type strain LF82 (Fig. 6A). The fimE mRNA level
was 2.7-fold lower in LF82 fis::Km mutant than in the LF82
wild-type strain. In contrast, the nanC mRNA level was in-
creased 9.7-fold in the LF82 fis::Km mutant compared to wild-
type strain LF82. We can speculate that in the wild-type strain
LF82, Fis activates fimE expression and represses nanC ex-
pression. Western blot analysis using anti-type 1 pilus antibod-
ies indicated similar levels of FimA proteins in wild-type LF82
bacteria and in the fis-negative mutant in the presence or

Fis AND ADHERENT-INVASIVE E. COLI ADHESION 1839
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FIG. 4. Validation of putative FBS by EMSA. Binding of purified
Fis to the 75-bp labeled DNA fragments and with an excess of unla-
beled DNA bearing the fimE promoter (A), intergenic nanC-fimB
region (B), or an unrelated DNA sequence (C). The DNA fragments
were incubated with increasing concentrations of Fis or with 0.045 nM
Fis in the presence of 1,000-fold excess of nonspecific competitor
poly(dI-dC). The protein was incubated with the DNA for 15 min at
room temperature, and samples were analyzed on a native 12% poly-
acrylamide gel.

absence of sialic acid (Fig. 6B). In addition, predominant ON-
phase variation was observed in the fis mutant independently
of sialic acid (Fig. 6C) and could be directly attributable to
decreased FimE levels. In order to evaluate whether Fis inter-
acts in the sialic acid-mediated activation of the fim operon,
nanC mRNA levels were measured in the absence or presence
of 0.1% of sialic acid in the LF82 fis::Km mutant and in wild-
type strain LF82 during exponential growth phase. The expres-
sion of the nanC gene was increased 99.9- and 199.7-fold by
sialic acid in the wild-type strain and the LF82 fis::Km mutant,
respectively, indicating significantly increased expression of
nanC in the fis mutant compared to that of the wild-type strain
(P = 0.01) (Fig. 6D). In the LF82 fis::Km mutant, the absence
of repression by Fis and the activation by sialic acid act in a
synergic manner on the expression of nanC. As the membrane
channel protein NanC, which allows sialic acid entry, regulates
fimB expression through the regulators NanR and NagC (14),
we measured fimB expression in the presence or absence of
0.1% sialic acid in the LF82 fis:Km mutant and in wild-type
strain LF82. With regard to the absence of sialic acid, the fimB
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FIG. 5. DNase I footprinting using an automated capillary sequencer in the fim regulatory regions. Electropherograms showed a protection
pattern of the fimE (left panel) and nanC-fimB (right panel) promoters after digestion with DNase I following incubation in the presence (bottom
panel) or absence (top panel) of Fis (0.45 nM). Corresponding DNA sequences are given below the electropherograms and focus on the region
corresponding to the in silico identified FBS (blue peaks). Red peaks represent the DNA ladder.

mRNA levels were 1.7- and 17.5-fold lower in the wild-type
strain and the LF82 fis::Km mutant, respectively, in the pres-
ence of sialic acid (Fig. 6D). Thus, Fis via regulation of FimE
expression could have a more dominant role than the effect of
sialic acid on the regulation of type 1 pilus phase variation.

DISCUSSION

It is well established that the histone-like proteins operate as
global regulators to control the expression of numerous genes,
including virulence genes (21). The transcriptional adaptation
of adherent-invasive E. coli (AIEC) was evaluated by compar-
ing DNA supercoiling in bacteria associated with intestinal
epithelial cells and in bacteria grown in cell culture medium.
Direct contact between bacteria and cells led to an increase in
bacteria DNA supercoiling. In addition, in cell-associated
AIEC bacteria, a preferential ON-phase orientation of the
fimS invertible element controlling type 1 pilus expression was
observed. The investigation of histone-like protein expression
in cell-associated AIEC LF82 bacteria showed that the fis
mRNA level was much lower during interaction with intestinal
epithelial cells than in bacteria grown in cell culture medium
(MEM). This suggests that Fis plays a key role during infection
that could be linked to DNA supercoiling observed in cell-
associated bacteria. Fis has been reported to play a role in
DNA relaxation (20, 50), and modification of fis expression has
been observed during cell infection by Enterobacteriaceae.
Downregulation of fis expression in AIEC during infection of
epithelial cells was reminiscent of that observed in Shigella
(34). In contrast, upregulation of Fis correlates with increased
invasion of epithelial Caco-2 cells by Salmonella enterica sero-
var Typhimurium (40).

Type 1 pili are filamentous appendages produced by many
species of enteric bacteria. They promote attachment to a

variety of eukaryotic cells by a process inhibited by D-mannose.
We previously demonstrated that type 1 pili play a key role in
the ability of AIEC bacteria to adhere to and to invade intes-
tinal epithelial cells (6, 9) and that in an AIEC genetic back-
ground, a fliA mutation that abolishes the biogenesis of flagella
leads to a loss of type 1 pilus expression through the intracel-
lular concentration of the c-di-GMP secondary messenger
(13). The phenotype determination of the LF82 fis::Km nega-
tive mutant revealed that it is nonmotile. This could result
from a negative feedback into the class III gene since we
observed a downregulation of fliC gene expression. Interest-
ingly, the lack of motility in the LF82 fis::Km negative mutant
is not associated with a type 1 pilus defect. This is the first
example of a flagellum-defective mutant in AIEC strain LF82
that does not show a loss of type 1 pilus expression (5, 43). We
demonstrated in the present study that the Fis regulation by-
passed the c-di-GMP pathway to control type 1 pilus expres-
sion since the overexpression of y4jH in the fis mutant did not
restore the adhesion level.

The transcription of the fim operon encoding type 1 pili
depends on the invertible 314-bp DNA element (the fim$S
switch), which is located upstream of the fim operon and which
contains the fim promoter. In E. coli, the orientation of fimsS is
determined by the influence of two upstream, frans-acting gene
products, FimB and FimE, that function as site-specific recom-
binases (31). FimB mediates inversion of the invertible ele-
ment fimS in both directions, whereas FImE rearranges DNA
in the OFF position (38). Efficient inversion of fimS by FimB
and FimE recombinases requires the histone-like proteins Lrp,
IHF, and H-NS, which induce sharp bends in DNA and DNA
relaxation (8, 15, 29, 47, 49). In the present study, we observed
a very high proportion of bacteria in the ON phase in the LF82
fis:Km mutant, and impaired type 1 pilus expression in wild-
type AIEC overexpressing Fis was observed, indicating that Fis
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FIG. 6. Regulation of fimE, fimB, and nanC expression by Fis in
the absence or presence of sialic acid. (A) Fold variation of nanC,
fimB, and fimE mRNA levels in the LF82 fis::Km mutant relative to
those in the wild-type LF82 strain using real-time RT-PCR. (B) De-
termination of the orientation of the fimS element in absence (+) or
in presence (—) of 0.1% sialic acid in wild-type strain LF82 or in the
LF82 fis::Km mutant (see the legend to Fig. 1B). Determination of the
amount of FimA subunit by Western blotting using antibodies raised
against type 1 pili. (D) Fold variation of nanC and fimB mRNA levels
in LF82 fis::Km mutant and wild-type strain LF82 in the presence of
0.1% sialic acid relative to levels in the absence of sialic acid. As
controls, 16S rRNA levels were measured. Only experiments showing
the same levels of 16S rRNA for each sample were taken into account.
Data represent means of at least three separate experiments; bars
indicate SEM. *, P < 0.05; #*, P < 0.01.
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may negatively control type 1 pilus expression. The role of Fis
was reported as participating in the regulation of fimbriae,
such as curli or type IV pili (33, 44). However, to our knowl-
edge, this is the first example showing that Fis is able to reg-
ulate type 1 pilus expression in E. coli.

Fis acts on DNA supercoiling and gene expression at three
different levels. First, Fis can modify the activity of its own
promoter in response to DNA supercoiling (46). Second, the
Fis protein is a repressor of the transcription of gyrase genes
gyrA and gyrB (28, 46) and is an activator of the topoisomerase
topA, which modifies DNA topology (52). Third, Fis can di-

Fis AND ADHERENT-INVASIVE E. COLI ADHESION 1841

rectly bind to specific DNA sequences that may be located
upstream of numerous genes and influence transcription by
protein-protein contact with RNA polymerase (20). By inves-
tigating whether Fis could directly influence type 1 pilus ex-
pression, we identified a 15-residue motif, 5'-GGTCAAAAA
TTGACC-3', as the best possible Fis-binding site and found
one motif upstream of the fimE gene, encoding the FimE
recombinase. We enlarged the in silico survey of the fim reg-
ulatory region with the Fis consensus, and we found another
Fis-binding site in the intergenic nanC-fimB region, which is
exceptionally large for E. coli (1.4 kb). We verified by EMSAs
that Fis is able to bind to the DNA sequence upstream of the
fimE gene and in the intergenic nanC-fimB region identified in
silico and showed by DNase I footprinting analysis that only
one FBS was observed in the DNA region of the predicted
FBS. We also observed partial protections near the two iden-
tified FBSs. They could correspond to tandem FBSs, but owing
to lack of homologies with a degenerated FBS consensus, the
likely explanations are that Fis can protect flanking FBS
DNA regions (48) or create a ladder of complexes bound to
nonspecific sequences around specific FBSs (7). Moreover,
the latter hypothesis could account for the double shift
observed in EMSAs.

In the present study, we report that Fis can regulate NanC
and recombinase FimE expression in strain LF82. In addition,
we observed that the expression of nanC is upregulated and
that of fimE is downregulated in the Fis-negative mutant. The
nanC gene encodes the N-acetylneuraminic acid (sialic acid)
outer membrane channel protein NanC, thereby allowing the
entry of this amino sugar into E. coli. In E. coli K-12 sialic acid
downregulates FimB recombinase expression, and it has been
suggested that E. coli recognizes the amino sugar as a harbin-
ger of potential host defense activation, which leads to a de-
crease in type 1 pilus expression (22, 49). In contrast to the
major effect of sialic acid on the E. coli K-12 strain documented
in previous studies, we observed no difference in the expression
of fimB in AIEC strain LFS2 grown in the presence of sialic
acid. We also observed no differences in the orientation of the
fimS invertible DNA element in wild-type strain LF82 grown in
the absence or presence of 0.1% sialic acid. The absence of
regulation of type 1 pilus expression by sialic acid in CD-
associated E. coli strains could be of advantage to the bacteria,
allowing them to maintain type 1 pilus expression and, hence,
to better adhere to the intestinal mucosa since it was reported
that total sialic acid levels rise during inflammation in CD
patients (42). In addition, we report here that Fis binds spe-
cifically to a DNA sequence located 58 bp upstream of the
fimE translation start site and could positively control fimE
expression since the fimE mRNA levels were decreased in the
LF82 fis:Km negative mutant. The FimE recombinase cata-
lyzing the ON-to-OFF changes of the fimS DNA element ori-
entation (31) and downregulation of fimE expression in the
LF82 Fis-negative mutant could explain the preferential ON
phase of type 1 pili (Fig. 7). These results, together with the
observation that FimE-mediated recombination of fimS was
less stringent than that involving FimB (27), led us to speculate
that in AIEC LF82 bacteria regulation by Fis of fimE is pre-
dominant compared to other mechanisms of regulation of type
1 pilus expression, such as the cyclic di-GMP or the sialic acid
pathways.
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FIG. 7. Model of regulation of type 1 pilus expression in AIEC
strain LF82 grown in cell culture medium (MEM) or in contact with
intestinal epithelial cells. (A) In MEM, AIEC LF82 bacteria expressed
high levels of Fis, leading to a repression of nanC and activation of
fimE expression. As a consequence, there is equilibrium between the
expression of the two recombinases FimE and FimB, and the popula-
tion of AIEC LF82 bacteria in MEM is equally distributed among the
ON and the OFF phases. (B) AIEC LF82 bacteria in contact with
intestinal epithelial cells exhibited decreased Fis expression, leading to
Fis-dependent decreased activation of fimE, and nullified inhibition of
nanC, encoding NanC, the N-acetylneuraminic acid (NeusAc) outer
membrane channel, which allows entry of this amino sugar into bac-
teria. As a consequence, in addition to decreased levels of the recom-
binase FimE, FimB expression is decreased. Consequently, AIEC
LF82 bacteria associated with intestinal epithelial cells are highly pili-
ated due to the predominant ON phase of the fim promoter. OM,
outer membrane.

Understanding the mechanism of regulation of type 1 pilus
phase variation provides insights into how AIEC bacteria co-
ordinate the expression of cell surface factors during infection.
Under conditions encountered by bacteria in the gastrointes-
tinal tract, it has been speculated that AIEC bacteria are hy-
perflagellated by activation of the o regulatory pathway (43).
This allows AIEC bacteria to move through the mucus layer
and to reach the surface of the gut epithelium. In the present
study, when the bacteria reached the intestinal epithelial cell
surface, we observed a decrease in fis expression in AIEC LF82
and consequently a decrease in flagellum expression. As a
consequence of Fis downregulation, the population of AIEC
LF82 bacteria associated with intestinal epithelial cells was
predominantly in the ON phase. Since AIEC bacteria strongly
adhere via type 1 pili to the CEACAM6 molecule, which is
overexpressed in the ileal mucosa of CD patients (6, 11), such
changes in gene expression in cell-associated bacteria may en-
hance bacterial colonization and, hence, inflammation.
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Figure 73 : Courbes de croissance des mutants invalidés dans les génes codant les protéines
de type-histone fis, hns, hupB, ihfAet Irpet de la souche sauvage LF82.

Croissance réalisée en milieu de culture acellulaire (MEM) pendant 8h en conditions statiques.
Les résultats de trois expériences indépendantes sont exprimés en moyenne + gEM. DO
densité optique a 620 nm.

Figure 74 : Analyse de la mobilité des mutants de délétion ou d’insertion dans les génes
codant des protéines de type histone de la souche AIEC LF82.

Test de mobilité en gélose molle LB + 0,3% d’'agar aprés 16 heures d’incubation a 37°C. La
présence d’'un halo de croissance autour du point d’'inoculation central rend compte de la mobilité
donc de la présence de flagelles fonctionnels.



Commentaire de la publication N°2 :

Une modification de I'état d’enroulement de I'ADN de la souche AIEC LF82 a pu étre
observée lorsque les bactéries sont en contact avec les cellules épithéliales intestinales.
Généralement, les protéines nécessaires a la structure du nucléoide et a sa compaction sont les
protéines de type-histone Fis, HU, H-NS, IHF et Lrp. Ces protéines peuvent moduler la
transcription de certains genes soit par une action structurale sur 'ADN soit en jouant le role
de facteur de transcription. De nombreuses études montrent I'implication des protéines de
type-histone dans la régulation de facteurs de virulence (Pour revue : (Dorman and Deighan,
2003)). Ainsi un role majeur de ces régulateurs globaux dans la capacité d’adhésion de la
souche AIEC LF82 a été étudié. Afin d’évaluer leur implication dans les capacités d’adhésion
et d’'invasion de la souche AIEC de référence LF82, différents mutants invalidés dans les
genesfis, hupB, hns, ihfAet Irp ont été créés. Dans un premier temps, la croissance des
différents mutants a été suivie pendant 8h dans un milieu de culture acelkiigine (73).

Aucune différence n'a pu étre observée par rapport a la souche sauvage a lI'exception du
mutant LF82-Ans dont les capacités de croissance sont affectées.

Il a préalablement été montré que les flagelles et les pili de type 1 jouent un rdle
essentiel dans la capacité de la souche AIEC LF82 a interagir avec les cellules épithéliales
intestinales (Barnich et al., 2003; Boudeswal., 2001). Ainsi le phénotype des mutants LF82
fis::Km, LF82-Ahns LF82 hupB:Km, LF82-AhfA, et LF82lrp::Tn10 vis-a-vis de ces deux
structures de surface a été analysé. L'expression de flagelles fonctionnels, conférant la
mobilité, a été testé sur gélose semi-solide pour les différents mkagise 74). Les
mutants LF82-ifA, LF82 hupBKm et LF82 Irp::Tn10 ont une mobilité réduite par rapport
a celle de la souche AIEC LF82. Les mutants LA82s et LF82 fis:Km sont totalement
immobiles et ne possedent donc pas de flagelle fonctionnel. Nous avons préalablement
démontré que chez la souche AIEC LF82, une mutation induisant I'absence de flagelle
conduit & une baisse de la synthése des pili de type 1 (Barnich et al., 2003). Afin d’étudier si
les mutants pour les protéines de type-histone sont également affectés dans la synthése des
pili de type 1, leur expression a été analysée par tests d'agglutination de levures
Saccharomyces cerevisigai expriment a leusurfacedes résidus mannogeigure 75). Une
absence d’agglutination a été observée pour les mutants IF8En10, LF82-AihfA et
LF82-Ahns,indiquant un défaut d’expression des pili de type 1 a la surface de ces mutants.

Par contre, pour les mutants LF88:Km et LF82hupB::Km, les titres d’agglutination sont
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Figure 75 : Synthese des pili de type 1 par les mutants LF8&::Km, LF82-Ahns, LF82
hupB::Km, LF82-AihfA et LF82 Irp::Tn10.

*Titre de dilution obtenu par le test d’agglutination de levures en plaques 96 puits témoignant de
'expression des pili d type 1.

Analyse de la variation de phase des pili de type 1 de la souche LF82 et des mutants isogéniques
delétés des genes codant chaque protéine de type-histone. Détermination de l'orientation de
'élément inversible de I'opérofim. L'orientation est déterminée par une analyse en PCR ou
'amplification d’'un fragment de 450 pb révele une orientation en phase ON et un fragment de
750 pb une orientation en phase OFF.
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Figure 76 : Propriétés d’adhésion de la souche sauvage AIEC LF82 et des mutants LF82
fis:Km, LF82-A hns, LF82 hupB::Km, LF82- AihfA et LF82 Irp::Tn10.

Effet de la délétion des géenes codant des protéines de type histone sur I'invasion de cellules
épithéliales intestinales 1-407. Les résultats de trois expériences indépendantes sont exprimés
en pourcentages erreurs standards du nombre de bactéries internalisées relatif au nombre de
bactéries obtenues pour la souche AIEC LF82, définie comme 100%.

Lors de chaque expérience, une étape de centrifugation a été réalisée. Test de Student :*
p<0,05; ** p<0,001



similaires a celui de la souche sauvage. L'expression des pili de type 1 est régulée par un
processus appelé « variation de phase » qui permet aux bactéries de passer d'un état pilié
(ON) a un état non-pilié (OFF) par l'inversion de I'élémémS portant le promoteur de
'opéronfim. Une approche PCR a été utilisée afin de comparer 'orientation de la séquence
fimS entre la souche sauvage et les mutants (Schwan et al., 2002). La souche sauvage présente
dans sa population des bactéries préférentiellement en phag€igdixe 75). Un produit
d’amplification de 750 pb a été obtenu avec le mutant LABPA indiquant une orientation

de la séquence ADN inversible totalement en phase OFF. Par contre, un produit
d’amplification de 450 pb est obervé avec les mutants LE8ZKm indiquant qu’ils
présentent donc une orientation totalement en phase ON. Les mutantsd:A80, LF82
hupB::Km et LF82-hnsprésentent un profil intermédiaire.

Les capacités d’interactions avec des cellules épithéliales intestinales (I-407) ont été
évaluées pour les différents mutants invalidés dans les genes codant les protéines de type-
histone en comparaison avec la souche sauvage. Les capacités d’adhésion des mutants LF82-
AihfA et LF82Ahns sont significativement diminuées (p <0,001) par rapport a la souche
sauvage avec respectivement 2,2 et 2,7% d’adhésion résifkigllee 76). De méme une
diminution significative a été observée pour les mutants LK&%B et LF82fis:Km, avec
respectivement 50,1 et 53,2% d’adhésion résiduelle. Aucune diminution significative n’a été
observée pour le mutant LF82Irp::Tn10. Ainsi, a I'exception de Lrp, toutes les protéines de
type-histone jouent un réle dans I'adhésion de la souche AIEC LF82 aux cellules épithéliales
intestinales.

Les différentes analyses phénotypiques indiquent que les mutant?AbhR82t LF382-

AihfA ne sont plus capables d’adhérer aux cellules 1-407 du fait de leur défaut de piliation
et/ou de croissance. La diminution de capacité d’adhésion aux cellules 1-407 du mutant LF82-
AhupB par rapport a la souche sauvage LF82 n’est due ni a un défaut de croissance ni a une
absence de flagelles ou de pili de type 1. Ceci suggére l'implication d’autre(s) facteur(s) de
virulence inconnus dont I'expression serait contrblée par HU. Les résultats obtenus pour le
mutant LF82fisKm étaient inattendus, il s’agit du premier mutant dans la souche AIEC LF82
n'exprimant pas de flagelles mais qui exprime toujours des pili de type 1 (Barnich et al.,
2003; Rolhion et al., 2007).

Le dosage des ARNm des gefiissirp, hns ihfA ethupB dans les bactéries au contact
des cellules 1-407, en comparaison avec des bactéries cultivées dans un milieu acellulaire,

montre que seul le taux d’ARNIis est diminué, ce qui est en corrélation avec des résultats
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précédemment publiés ch&higella(Lucchini et al., 2005). Cette observation suggére que la
protéine Fis joue un réle clé dans la régulation de I'expression génique lors de I'interaction
bactéries /cellules. D’ailleurs, la protéine Fis avait déja été mise en évidence comme jouant un
réle dans la régulation de I'expression de structure fimbrilaes comme les curli ou les pili de
type IV (Leeet al., 2006; Saldaret al., 2009). Plusieurs arguments montrent que Fis pourrait
directement agir sur I'expression des pili de type 1 dans la souche AIEC LF82 :

- Le défaut de mobilité du mutant LF82fiem n'est pas associé a un défaut
d’expression des pili de type 1. Ce mutant présente un « bypass » de la voie dépendante du di-
GMPc sur la régulation des pili de type 1.

- Au contact des cellules épithéliales intestinales, les bactéries LF82 présentent une
diminution du niveau d’ARNniis et sont préférentiellement en phase ON pour I'expression
des pili de type 1.

- Le mutant LF82fiskm présente une forte proportion de bactéries en phase ON et la
surexpression de Fis chez la souche sauvage conduit a une diminution d’expression des pili de
type 1.

Ces différentes observations suggereraient que Fis pourrait controler négativement
'expression des pili de type 1. Cette expression, dépendante de l'orientation de la séquence
inversible fimS comportant le promoteur de I'opérdim, fait intervenir les recombinases
FimB et FimE (Burnset al., 2000). FimB permet I'inversion de OFF vers ONie¢-versa,
alors que FimE ne permet que le passage ON vers OFF (McClain et al., 1991). L'inversion de
I'élémentfimS requiere également l'intervention de certaines protéines de type-histone Lrp,
IHF et H-NS qui modifient la relaxation et induisent des courbures de I'’'ADN (Blomfield et
al., 1997; Corcoran and Dorman, 2009; Kedlyal., 2006; Schwan et al., 2002; Sohargtal
al., 2007). Cependant aucun role de Fis n’avait été mis en évidence auparavant dans ce
processus de régulation. Fis agit sur la relaxation de '’ADN et I'expression des genes. En
effet, cette protéine est notamment capable de fixer des séquences spécifiques en amont de
certains genes et moduler ainsi leur transcription par contact protéine/protéine avec I'ARN
polymérase (Dorman, 2009).

Afin de vérifier 'hypothése d’'une implication de Fis dans la régulation des pili de type
1, la recherche de séquences s’apparentant au consensus 5-GGTCAAAAATTGACC-3, site
de fixation de Fis le plus probable, a été réalisée dans les séquences régulatrices de I'opéron
fim. Deux sites ont pu étre identifiés silico, un en amont démE et un autre dans la
séquence intergéniqumanC/fimB.La fixation spécifique de la protéine Fis sur ces deux sites

a été verifiee par test de protection a la DNase | et retard sur gel. La mesure du taux de
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Figure 77 : Interaction bactérienne avec des explants coliques de souris exprimant le
récepteur CEACAMG6 humain.

Des explants coliques de souris FVB transgéniques CEABAC10 ont été mis en contact avec une
suspension bactérienne en ringer,gR(;0.01, de la souche sauvage LF82 ou du mutant invalide
dans le géndis, pendant 3h a 37°C sous agitation. Afin de quantifier I'interaction bactérienne, les
explants coliques sont broyés a l'aide d’un Ultra-Turrax en présence de Triton X-100 0.1% et les
bactéries sont numérées par étalement sur gélose Luria Broth.



transcrits par RT-PCR des génes codant les recombinases (FimB et FimE) et la protéine de
membrane externe permettant le transport de lI'acide sialique (NanC) a permis de mettre en
évidence que I'expression @anC est augmentée et celle fimE diminuée dans le mutant
invalidé pour la protéine Fis par rapport a la souche sauvage ECloeti K-12, I'expression

de ces deux genes influence directement ou indirectement celle des pili de type 1. En effet,
'acide N-acetylneuraminique conduit & une diminution de I'expression de la recombinase
FimB et donc a une diminution d’expression des pili de type 1 (El-Lakaral., 2003;
Sohanpakt al., 2007). Cependant, dans la souche AIEC LF82 ce sucre aminé n’a aucun effet
sur I'expression déimB et la variation de phase. Ainsi, dans un environnement intestinal,
méme s’il y a augmentation des taux d’acide sialique durant l'inflammation (Bticai.,

1995), les bactéries produisent des pili de type 1 permettant leur adhésion a la muqueuse
intestinale. En ce qui concerne la recombinase FImE, cette enzyme catalyse de facon non
stringente le passage de ON vers OFF de l'éléfimad® (Klemm, 1986). Dans le mutant Fis,

la diminution de I'expression démE permet de mieux comprendre pourquoi les bactéries
sont préférentiellement en phase ON pour I'expression des pili de type 1. De plus, le niveau
d’adhésion du mutant LF82filKm est augmenté par rapport a la souche sausgyg&/o sur

de la muqueuse colique de souris transgéniques exprimant le récepteur humain CEACAM6
reconnu par les pili de type 1 (Figure 77).

L’étude du mécanisme de régulation des pili de type 1 permet de comprendre
comment les souches AIEC coordonnent la régulation de I'expression de ces facteurs de
surface pendant I'infection. Dans des conditions du tractus gastro-intestinal, les bactéries de
type AIEC sont trés flagellées du fait d’'une régulation médiée par laoYdi@olhion et al.,

2007) Cela leur permet de traverser la couche de mucus et atteindre la surface de I'épithélium
intestinal. Au contact des cellules épithéliales, I'expression de la protéine de type-histone Fis
diminue ce qui a un impact positif sur I'expression des pili de type 1 et cet effet est majeur par
rapport a la voie du di-GMPc ou a I'action de I'acide sialique. Les AIEC adhérent aux cellules
épithéliales intestinalesia les pili de type 1 en reconnaissant le récepteur CEACAMG6
surexprimé chez les patients atteint de MC (Barnich et al., 2007; Carvalho et al., 2009).
L’augmentation du niveau d’expression des pili de type 1 par les bactéries au contact des
cellules pourrait renforcer et augmenter la capacité des bactéries AIEC a coloniser la

mugueuse intestinale et a favoriser l'inflammation.
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3. Séquence complete du génome de la souche de E. coli adhérente

et invasive isolée de patient atteint de maladie de Crohn.

Publication n°3

Sylvie Miquel, Eric Peyretaillade, Laurent Claret, Amélie de Vallée, Carole Dossat, Benoit
Vacherie, El Hajji Zineb, Beatrice Segurens, Valerie Barbe, Christel Neut, Jean-Frédéric
Colombel, Claudine Medigue, Francisco J. M. Mojica, Pierre Peyret, Richard Bonnet et

Arlette Darfeuille-Michaud.
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Introduction

En 1997, le séquencage du premier génome complet d’'une soucke dali
commensale K-12 MG1655 a été réalisé (Blattaeral., 1997). Ce premier séquencage
complet n'avait aucun but d’'un point de vue épidémiologique mais a permis des avancées
majeures d'un point de vue moléculaire. Depuis, de nombreux génomes de souches
pathogenes ont été séquencés : TUPEC CFT073 (Welch et al., 2002), trois EHEC (O157:H7
EDL933, 0157 H7 str. Sakai, et O157:H7 str.EC4115) (Hayesshi., 2001; Pernat al.,

2001) et plus récemment les génome d’autres souches de référence comme UPEC 536 et
UTI89, 'APEC_01 ainsi que la souche EPEC E2348/69 (Chen et al., 2006; Hasthélut

2006; Iguchiet al., 2009; Johnson et al., 2007). A I'’heure actuelle, 'especeliest la seule

espece bactérienne comprenant plus de 30 génomes séquenceés ou en cours de séquencage et
tous sont répertoriés dans la base de donnée GOLD (Genomes OnLine DatabasegtBernal
al., 2001). En 2005, un projet collaboratif, dénommé ColiScope, visant a séquencer Ssix
souches représentatives des situations épidémiologiques caractéristifuesoljeainsi que

la souche type de I'espece la plus proEhéergusonii a été mis en place par I'équipe de Eric
Denamur de I'Université Paris 7 Denis Diderot en collaboration avec le Genoscope. Ce projet
a permis de réaliser une étude comparative ayant pour but de déterminer I'organisation
générale des génomes de I'espécecoli, 'importance des évenements de recombinaison
ainsi que des mutations le long de la séquence génomique, et I'existence de genes spécifiques
d’un style de vie comme le commensalismeesusla pathogénicité que ce soit intra ou extra-
intestinale (Touchon et al., 2009).

Le séquencage complet du génome de la souche de référence AIEC LF82 a été réalisé
en collaboration avec le Génoscope dans la continuité du projet ColiScope. L’objectif de mon
travail dans ce projet collaboratif a été de réaliser la comparaison des séquences codantes
(CDSs) avec le maximum de souchesdeoli de référence dont la séquence était disponible
dans les bases de données NCBI (National Center for Biotechnology informations) (21
souches) afin de mettre en évidence les génes appelés « flexibles » c'est-a-dire ne faisant pas

partie du squelette génomique.
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Abstract

Background: lleal lesions of Crohn’s disease (CD) patients are abnormally colonized by pathogenic adherent-invasive
Escherichia coli (AIEC) able to invade and to replicate within intestinal epithelial cells and macrophages.

Principal Findings: We report here the complete genome sequence of E. coli LF82, the reference strain of adherent-invasive
E. coli associated with ileal Crohn’s disease. The LF82 genome of 4,881,487 bp total size contains a circular chromosome
with a size of 4,773,108 bp and a plasmid of 108,379 bp. The analysis of predicted coding sequences (CDSs) within the LF82
flexible genome indicated that this genome is close to the avian pathogenic strain APEC_01, meningitis-associated strain
S88 and urinary-isolated strain UTI89 with regards to flexible genome and single nucleotide polymorphisms in various
virulence factors. Interestingly, we observed that strains LF82 and UTI89 adhered at a similar level to Intestine-407 cells and
that like LF82, APEC_01 and UTI89 were highly invasive. However, A1EC strain LF82 had an intermediate killer phenotype
compared to APEC-01 and UTI89 and the LF82 genome does not harbour most of specific virulence genes from ExPEC. LF82
genome has evolved from those of EXPEC B2 strains by the acquisition of Salmonella and Yersinia isolated or clustered genes
or CDSs located on pLF82 plasmid and at various loci on the chromosome.

Conclusion: LF82 genome analysis indicated that a number of genes, gene clusters and pathoadaptative mutations which
have been acquired may play a role in virulence of AIEC strain LF82.
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Introduction

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory bowel disease
in humans which has features that might be the result of a
microbial process in the gut [1,2,3,4]. Various studies have
addressed the hypothesis that pathogenic bacteria contribute to
the pathogenesis of inflammatory bowel disease [4,5,6,7,8].
Escherichia coli strains have been assigned a putative role in the
pathogenesis of CD. Increased numbers of mucosa-associated £.
coli forming a biofilm on the surface of the gut mucosa, are
observed in patients with CD [9,10,11,12,13,14,15]. Most of the
E. coli strains colonizing the intestinal mucosa in patients with
inflammatory bowel disease belong to the B2 and D phylogroup
[11] and strongly adhere to intestinal epithelial cells [10,12]. In
addition, seven independent studies have reported the presence
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of intramucosal E. coli or mucosa-associated E. coli with invasive
properties in CD patients [12,16,17,18,19,20,21]. On the basis
of the pathogenic traits of CD-associated E. coli, a pathogenic
group of E. coli was designated AIEC for Adherent-Invasive
Escherichia coli [22]. The criteria for inclusion in the group are: (i)
ability to adhere to and to invade intestinal epithelial cells with
a macropinocytosis-like process of entry dependent on actin
microfilaments and microtubule recruitment, (ii) ability to
survive and to replicate extensively in large vacuoles within
macrophages without triggering host cell death, and (iii) ability to
induce the release of large amounts of TNI-o by infected
macrophages. The high level of ileal colonization in CD patients
by AIEC is linked to the abnormal expression of the glycoprotein
CEACAMEG6 which acts as a receptor for AIEC adhesion via type
1 pili [23,24].
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The prototype strain for AIEC pathovar is . coli strain LF82. This
reference AIEC strain is included in most, if not all, of the studies
analysing of E. coli strains associated with Crohn’s disease performed
by our group [25,26] or others [12,16,17,27,28,29,30,31,32,33].
This, combined with the virulence properties of AIEC strain LF82
[22,24,34,35], led us to decipher the genome sequence of AIEC
reference strain LF82 to compare it with the other known FE. coli
genome sequences and with as other bacteria of the Enterobacteriaceae
family having an intracellular lifestyle in eukaryotic cells.

Results and Discussion

Overview of AIEC strain LF82 genome

The genome of AIEC strain LF82 of 4,881,487 bp total size
contains a circular chromosome with a size of 4,773,108 bp and a
plasmid of 108,379 bp (Figure 1A). It contains 4376 CDSs
corresponding to 88.3% of the complete chromosome. The
number of CDSs in LF82 is low compared to that of other
pathogenic E. coli strains involved in urinary tract infection (U'TT),
diarrhea or meningitis in humans or colibacillosis in chickens and
closer to that of pathogenic APEC strain (Table 1). The GC
content of the LF82 chromosome, about 50%, is close to that of all
other complete sequenced E. coli genomes. In contrast, the plasmid
sequence has a lower GC% content of 46.1% (Table 2), indicating
that it could have been acquired by horizontal transfer from a
distant species. Annotation step identified 121 CDSs that were
closely similar to CDSs located on pMT1 plasmid from Yersinia
species [36] and pHCM2 plasmid from Salmonella enterica serovar
Typhimurium [37] (Table S1). Comparative genomic analysis
using MaGe software has revealed a high synteny rate between
LF82 plasmid and pHCM2 (synton 71%). However, for pMT1
plasmid synteny were only observed for 50% of this plasmid
sequence with sequence inversion (Figure 1B). In addition,
although the GC% of plLF82 was lower than that of plasmids
pMT1 or pHCM2, of the 121 CDS identified on plLF82, 97
(~80%) and 65 (~45%) were also found on pHCM?2 and pMT1
plasmids, respectively. Of note, 24 CDSs were common to these
three plasmids and were not found in any other available genome
sequences.

Phylogenetic position of strain LF82

E. coli strains are generally divided into four major phylogenetic
groups A, Bl, B2 and D [38,39], although some strains may
belong to additional groups [40,41]. Recombination-insensitive
phylogenetic analysis was undertaken with MLST data extracted
from LF82 and 22 other E. coli genome sequences (Figure 2). The
results confirmed the strong phylogenetic clustering of E. coli
strains into six sharply separated branches, which could be
equated to groups A, Bl, B2, D, E and F [42]. Strain LF82
clustered with all the B2 extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC)
strains involved in urinary tract infection, meningitis and avian
colibacillosis. However, it formed a distinct clonal complex of this
phylogenetic group B2, compared to B2 strains UTI89, S88 and
APEC_O1, which clustered in a single subgroup.

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR) corresponding to redundant sequences that alternate
with spacers of foreign origin [43,44] were detected in LF82
chromosome  (Figure 3). Two subtypes of CRISPR/CAS
(CRISPR-associated genes) systems have been identified in E. colz,
CRISPR2/CAS-E and CRISPR4/CAS-Y [45]. In LF82 we
found a CRISPR4/CAS-Y system composed of a CRISPR4.1
array with 10 repeats and a CRISPR4.2 with 23 repeats,
interspaced by a complete set of CAS-Y genes. In contrast, a
CRISPR2.2-3 locus with two repeats was the only reminiscence of
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a CRISPR2/CAS-E system. Absence of both CRISPR2.1 and
CAS-E genes is common to all strains of B2, although this is not a
feature exclusive to the group. Among the E. coli reference
collection ECOR; [46] and the available complete genomes
analyzed here, CAS-Y genes have only been described in B2
strains (i.e. ECOR61, ECOR62, ECOR63, ECOR65, UTI89,
APEC_01, S88 and ED1a) and B1 strain B7A. Identities to LF82
CRISPR4 spacers were found within the corresponding locus in
ECOR61, ECOR62, UTI89, APEC_01, S88 (7 spacers each),
ED1a (8 spacers) and ECORG65 (2 spacers).

Global comparative genomic analysis

The organization of the LF82 genome is similar to that seen in
other pathogenic E. coli strains with large regions of colinear E. coli
core genome punctuated by genomic islands probably acquired by
horizontal transfer. TBLASTN showed that 3132 CDSs (71.6%)
out of the 4376 CDSs constitute the core genome of all E. coli
strains used in this comparative genomic analysis (Table 3 and
Table S2). This number is higher than that reported by Touchon
et al. (1,996 genes) and Rasko e al. (2,200 genes) [47,48]. This
discrepancy is the consequence of the comparative approach used.
We used TBLASTN analysis to compare predicted proteins of
LF82 strain with the complete DNA sequence of the other strains.
LF82 genomic comparative analysis also revealed the presence of
conserved insertion-deletion inducing frameshifts in some core
genes that may be used as new phylogroup markers (Table S3).

Of the 1244 CDSs that are not encompassed in the core
genome 1128 were found in at least one or more . coli complete
genomes and around 40% of them are present in commensal or
K-12 E. coli strains. In addition, 33 CDSs (0.8%) were common to
all B2 strains so far sequenced and formed four clusters of two to
four genes in the genome (Table S2). Overall, the analysis of CDSs
within the LF82 flexible genome indicated that this strain shared
the highest percentages of common CDSs with strain APEC-01
1solated from lesions of chickens and turkeys clinically diagnosed
with colibacillosis, followed by meningitis-associated E. coli strain
S88 isolated from human cerebrospinal fluid, and by E. coli strain
UTI89 isolated from human urine (Table 3). Of interest, strain
UTI8Y, isolated from a patient with uncomplicated cystitis, was
further assessed to be very close to meningitis-associated F. coli
strains (Bingen, personnal communication). However, phenotype
analysis in the mouse lethality model developed by Johnson et al.
[49] indicated that AIEC strain LF82 had an intermediate killer
phenotype compared to APEC-01, S88 and UTI89, which
induced 100% lethality at 24h post-infection (Figure 4). Of note,
in this model all the B2 strains were highly virulent except strains
EDla and EPEC strain E2348/69, which did not induce lethality.

We compared AIEC LF82 strain with other B2 E. coli strains
and K-12 MGI1655 strain using RGPfinder tool. The more
interesting highly specific regions are summarized in Table 4
and ordered taking into account the specificity score found in the
eight compared strains. Fifty-six LF82 CDSs are encompassed in
one integrative element inserted near the PheU tRNA encoding
gene and 14 in two very specific regions 1 and 2. These two
regions showed no similarity with the compared E. coli strains with
values of 100 meaning that these two LF82 regions are entirely
specific. Interestingly, 115 AIEC LF82 CDSs (2.6%), not found in
any FE. coli genomes used in our comparative genomic analysis,
were identified as LF82 unique CDSs (Table S4). In addition, 15
CDSs (0.3%) shared no homology with genes so far identified in
any pathogenic bacteria. The presence of these CDSs, encoding
mostly hypothetical proteins, indicated the high level of plasticity
of the LF82 genome. It has now to be determined whether these
CDSs allow AIEC bacteria to adapt to the human gut and/or are
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Figure 1. AIEC strain LF82 chromosome circular map and synteny plots between pLF82 and pHCM2 and pMT1. Circular representation
of the E. coli LF82 genome (A). Circles display from the inside out: (1) GC skew (G+C/G—C using a 1 kbp sliding window). (2) Location of tRNAs (green),
rRNAs (blue) and Insertion Sequences (grey). (3) GC deviation (mean GC content in a 1 kbp window - overall mean GC). Red areas indicate that
deviation is higher than 2 Standard Deviation. (4) (5) and (6) Gene specificity of LF82 strain at strain level (K12, in blue), and at group level: E. coli B2
strains, in green, and E. coli commensal strains, in red. Genes sharing at least one homolog in an other E. coli of the same group and having more than
85 percent identity on at least 80% of its length were regarded as non specific. Synteny plots between the E. coli LF82 plasmid and the plasmid from
Salmonella enterica serovar Typhi (upper comparison) and the plasmid from Yersinia pestis Pestoides (bottom comparison) (B). Synteny groups

containing a minimum of five genes are shown in purple for colinear regions.

doi:10.1371/journal.pone.0012714.g001

involved in generating chronic inflammation or whether the
adaptation may be due to changes in gene expression of CDSs
present in other bacterial strains.

Syntenic studies of integrative elements

Like other E. coli B2 genomes, LIF82 genome has adopted the ‘mix
and match’ evolution approach observed for UPEC [50]. As reported
for most of the so far analyzed E. coli genomic islands, genomic islands

PLoS ONE | www.plosone.org

of AIEC LF82 have a patchy structure, with the information
segmented into modules that can be found independently in other
locations of other genomes [47,48]. Nine large genomic islands with a
size larger than 17kb were identified in the LF82 genome, including
the LF82 specific integrative element located at PheU tRNA (Table 5).
Four of them were composed mainly of prophage-like elements,
which being at the origin of the ongoing genetic diversity of many
genomes could contribute to LF82 virulence [51].
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Table 2. Plasmid features of E. coli LF82 strain compared to
highly conserved plasmids in Salmonella enteritica and
Yersinia pestis.
Salmonella Yersinia

LF82 enteritica pestis
Plasmid names pLF82 phCM2 pPMT1
Genome size (bp) 108379 106516 96210
G+C content (%) 46.17 50.61 50.23
CDS number 121 132 103
Putative conserved domains 52 ND ND
detected
Hypothetical genes 70 ND ND
Orphans 8 ND ND
Orthologous genes to LF82 97 55
doi:10.1371/journal.pone.0012714.t002

Genomic islands known to contribute to bacterial fitness by
conferring new properties increase the adaptability of the organism
and may also encode genes involved in pathogenicity [52]. The
analysis of the distribution of selected subtracted sequences and
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UPEC-associated pathogenicity islands (PAls) amongst a panel of
mucosa-associated E. coli isolated from colonoscopic biopsies of
patients with colon cancer, patients with Crohn’s disease and
controls previously reported that neither the coloncancer nor the
Crohn’s disease mucosal E. coli populations are uniform [27]. In
strain LF82, four PAIs were identified on the basis of homology
with those characterized in ExPEC strains. However, some
modifications were observed, such as the number of CDSs in the
islands or their genomic organization. Differences were found when
the presence of PAls or the presences of genes encompassed in PAls
were compared in CD-associated E. coli strain LF82 and the
commensal strain ED1a. PAI III, found in strain LF82, was absent
in strain ED la. Moreover, six additional CDSs in PAI I, two in PAI
II and five in PAI IV were present in strain LF82. Interestingly, the
insertion or deletion of genetic material events take place
systematically at the same hotspots in LF82 genome than in
various other E. coli genomes but different genetic information
occurs at the same hotspot. These findings strongly suggest that
further studies should be performed to investigate the role of these
PAl-associated additional CDSs in strain LF82 virulence.

The AIEC LF82 chromosome carries two putative type VI
secretion systems located on PAI I and PAI III. This secretion
system is a mechanism for Gram-negative bacteria to export
proteins across the cell envelope [53], were identified in Vibrio

LF82

536

SMS-3-5

Figure 2. Recombination-insensitive phylogenetic analysis. The analysis was based on the sequence of seven house-keeping genes (7497
nucleotides from genes arcA, arok, icd, mdh, mtID, pgi and rpoS) of 23 genomes reference strains including LF82. The major branches are labeled

according to the major phylogroups A, B1, B2, D, E and F.
doi:10.1371/journal.pone.0012714.g002
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Figure 3. CRISPR regions of LF82 chromosome. Genes are shown as boxes pointing towards the direction of transcription. CRISPR repeats are

represented by “<" symbols.
doi:10.1371/journal.pone.0012714.g003

cholerae [54], Pseudomonas aeruginosa [55], Burkholderia pseudomallet
[56], Burkholderia maller (57, Edwardsiella tarda (58], APEC [39],
EAEC [60] and UPEC [50,52,61]. Such a presence of two
different type VI secretion systems is found in B2 strains 536,
UTI89, APEC-01 and S88. In contrast, strains CF1'073 and ED1a
possess only one type VI secretion system, located in PAI III and
PAI 1, respectively, and the EPEC strain E2348/69 does not
possess any. Strain LF82, PAI I, inserted at the tRNA AspV, has a
gene organization similar to that observed in most ExPEC strains
except strain CFT073, with two #ssD genes encoding Hcp-like
proteins, a #ssH gene encoding clpV-1 ATPase, a fss] gene
encoding VgrG homologue and two distantly related fss4 genes
encoding ImpA homologues (Figure 5, Table S5). However, the
LF82 PAI I harbors 29 CDSs as against 26 CDSs for UTI89, S88,
536 and APEC_01 or 23 for ED1a (Table 5, Figure 5). Among the

additional genes found in LF82 PAI I, we identified the gene yihl
encoding a transposase and two specifcs CDSs encoding
hypothetical ~proteins  sharing strongest homologies with
CSAG_00872 and CSAG_00871 conserved hypothetical proteins
from Citrobacter spp. With the presence of the transposase encoding
gene yhhl, we observed a duplication of the gene #ss/ encoding the
VgrG protein. However, during the duplication event it is notable
that one of the duplicated genes was truncated in the 3’ region,
which eliminated the C-terminal extension corresponding to the
effector domain of VgrG protein. PAI III is the other island that
also encodes a type VI secretion system. The LF82 PAI III
contains 22 CDSs, as in strain CFT073, as against 16 to 20 in most
of the B2 strains. PAI III is absent in ED1a and E2348/69 strains.
The PAIIII of LF82 strain harbors classical genes involved in type
VI secretion system encoding Hep-like protein, clpV ATPase and
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Table 3. Comparison of the “flexible genome” between AIEC LF82 strain and the other E. coli strains so for sequenced.
LF82
Phylogroup Strain Pathovar Core genome Number of CDS? %°
B2 536 UPEC 3132 CDS (71.6%) 874 703
UTI89 955 76.7
CFT073 937 753
APEC_01 APEC 968 77.8
E2348/69 EPEC 714 574
ED1a commensal 791 63.6
S88 MNEC 959 771
D UMNO026 EXPEC 656 52.7
1AI39 630 50.6
SMS_3 5 Environnemental 626 50.3
E EDL933 EHEC 493 39.6
157_H7 496 39.9
EC4115 490 394
B1 E24377A ETEC 522 42.0
55989 EAEC 561 45.1
1AI1 commensal 535 43.0
SE11 540 43.4
ND ATCC 8739 539 433
A HS 496 39.9
DH10B K12 434 349
MG1655 494 39.7
w3110 493 39.6
“Number and percentage of CDSs within flexible genomes in common with AIEC strain LF82.
doi:10.1371/journal.pone.0012714.t003
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Figure 4. Evolution of survival rate of mice challenged subcutaneously with various E. coli strains. An inoculum of 2 x10® bacteria was
injected in OF1 mice and 10 mice were used for each bacterial strain tested. Strains were classified as non-killer (<2 of 10 mice killed), killer (>8 mice
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doi:10.1371/journal.pone.0012714.9g004

VgrG homologue. It also harbors one specific CDS encoding
hypothetical protein sharing highest homologies with ykris0O001_
25080, a hypothetical protein from Yersinia kristensenii ATCC 33638.

The LF82 PAI I, located close to the AsnT tRNA site, is similar
to the core region of the “high pathogenicity island” (HPI) of
pathogenic Yersinia sp. and encodes the yersiniabactin siderophore
system [62,63]. LF82 PAIII, also referred as PAI IV in UPEC strain
536 or PAI-asnT in strain CFT073, harbors 15 genes or CDSs like
all the B2 strains, except strain ED1a, which has only 13 CDSs, and
is absent in the EPEC strain E2348/69. LF82 PAI II encompassed
upl and @p2 genes encoding non-ribosomal peptide synthetases
polyketide synthases (NRPS_PKS) [64]. In strain LF82, these genes
are probably functional since we did not observe an in-frame
stop codon like in strain CFT073, which blocks yersiniabactin
expression. Analysis of the core genome clearly showed that PAI IT
could be extended not only in strain LF82 but also in the other B2
strains (Table S2). Finally, we observed the presence of three
additional CDSs encoding putative adhesins and invasins. The role
of yersiniabactin biosynthesis in AIEC LF82 gut colonization should
be investigated since FyuA, the outer membrane receptor for
yersiniabactin [65], is one of the most highly up-regulated genes in
biofilm formation in UTT strains [66] and because biofilm formation
is a phenotypic feature of AIEC [21].

The LF82 PAI IV, located close to the pheV tRNA site, shares
similarities with PAI'V of strain 536 or PAI-pheV of strain CFT073.
It contains gene clusters encoding for group 2 capsule involved in
UPEC strain 536 in a murine model of ascending urinary tract
infection [67]. The LF82 gene cluster encoding capsule has a
similar genomic organization than that described for K1 and K5
capsule synthesis [68]. Regions 1 and 3, encoding for proteins
involved in the secretion of capsule components, have the same
genes in strain LF82 and K1 and K5 F. coli strains. Region 2,
defined as a highly variable antigen-specific region, contains four
LF82 specific CDSs flanked by CDSs encoding a transposase and
a glycerol-3-phosphatecytidyltransferase.

Identification of virulence genes in LF82 strain

We identified in strain LF82 virulence genes typically promoting
motility, serum resistance, iron uptake, capsule and LPS
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expression, biofilm formation, adhesion to and invasion of
epithelial cell lines. Of note, we found ten genes belonging to
operons encoding known or putative fimbrial structures, including
typel pili and curli. Most of them are present in both pathogenic
B2 strains and non pathogenic E. coli K-12, except the auf and ygi
operons. Both are absent in strains EPEC E2348/69 and K-12
MG1655 and the ygi operon is also absent in UPEC strain 536. In
contrast, the UTT specific fimbriae-encoding genes pap, foc or sfa,
allowing UPEC to bind to and to invade host cells and tissues
within the urinary tract [69], were absent in strain LF82. Strain
LF82 also differs in several virulence-associated traits that may
correlate with its pathogenic potential (Table 6). Among virulence
genes, we identified in strain LF82 the ibeRAT genes organized as
an operon also present in strains UTI89 and APEC-01. It was
originally described in an E. coli K1 strain isolated from a patient
with human newborn meningitis [70]. Gene thed encodes an
mnvasin for which several host receptors have been identified, such
as IbelOR on bovine brain microvascular endothelial cells
(BMEC) [71], and vimentin and PSF protein on human BMEC
(HBMEC) [72]. It also participates in first stages of colibacillosis in
chickens by mediating interaction of APEC strains with lung
epithelial cells [73].

We also observed in strain LF82 the presence of the pdu gene
cluster, that contains 22 CDSs, imvolved in coenzyme B12-
dependent 1,2-propanediol catabolism, propanediol being previ-
ously reported to be a crucial carbon source for Salmonella to be
able to grow in the large intestine and replication within
macrophages [74,75]. Such gene cluster is absent in all B2 strains
except the EPEC strain E2348/69. The presence of pdu operon in
AIEC strain LF82 is of high interest since by homology with
Salmonella, it should allow LF82 bacteria to better colonize the
intestine and to highly replicate within macrophages.

Another virulence gene identified in strain LF82 is /pf4, which
belongs to the Ipf operon encoding long polar fimbriae (LPF). Such
an [pf operon is present in Salmonella typhimurium, Shigella boydii and
Slexneri and in enterohemorragic E. coli EDL933 [76,77]. No role
has been yet reported for LPF in Shigella. In S. Typhimurium, LPF
promotes bacterial interaction with murine Peyer’s patches (PP)
[78]. For EHEC, experiments in pigs and sheep with O157:H7
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strain 86-24 indicated that LPIF contribute to intestinal coloniza-
tion [79]. The presence of LPF encoding genes in strain LF82
could indicate that the AIEC bacteria are able to target Peyer’s
patches. Interestingly, we also identified in strain LF82 gene gipA
that was first identified in Salomonella Thyphimurium [80] and whose
expression is specifically induced in the small intestine. Gene gipA
1s also present in strains 536, CFT073 and in the enteropathogenic
E. coli (EPEC) strain E2348/69. GipA allows Salmonella survival in
PP and is involved in replication of intramacrophagic bacteria
[74]. The presence of genes {pf4 and gipA in strain LF82 is of great
interest because clinical observations suggest that the sites of initial
inflammation in ileal CD are the lymphoid follicles [81] and
because microscopic erosions are observable at the specialized
follicle-associated epithelium (FAE), which lines PP [82].

Pathoadaptative mutations in AIEC strain LF82

We searched for pathoadaptative mutations in previously
described LF82 virulence factor encoding genes such as finfd
encoding the adhesin of type 1 pili, omp4 and ompC encoding the
outer membrane proteins OmpA and OmpC, and yfgl involved in
outer membrane vesicle formation. The analysis of the amino acid
sequences of FimH of all the E. coli strains so far sequenced
indicated that the strains clustered in two major groups with one
including all the B2 strains except the MNEC strain S88 and the
EPEC strain 2348/69 (Figure 5A). Among the several substitutions
in LF82 FimH, we found the N70S and S78N substitutions
already described as specific to the B2 phylogroup [83], but also
substitution T'158P, which was not found in FimH sequences of all
other . coli strains so far sequenced. Interestingly, position 158 is
located in the flexible loop which connects the pilin and the lectin
domains (Figure 6B). The presence of such a substitution in strain
LF82 is of great interest since it can induce a structural
modification in this pilin lectin interdomain and amino acid
substitutions in this interdomain, region were previously shown to
increase the affinity of FimH for its ligand mannose [84].

The analysis of the OmpA amino acid sequences indicated that
all B2 strains are located on a single major branch, except strain
CFT073 (Figure 6C). The LF82 OmpA sequence is 100%
homologous with that of strain 536. Both strains express a OmpA
variant having VI10F and Y111D substitutions located at the top
of the inflexible external L3 loop [85], likely to be involved in the
recognition of a host cell receptor (Figure 6D).

The analysis of OmpC amino acid sequence indicated that the
B2 strains are clustered in two subgroups, one including the strains
S88, UTI89 and APEC_01, and the second one with strains
EDla, CFT073 and LF82 (Figure 6E). In contrast, strain 536 was
found in another cluster together with strains belonging to A and
B1 phylogroups. The analysis of Yfgl. amino acid sequences
indicated the presence of two major clusters with one including all
the B2 E. coli strains (Figure 6F). The LF82 Yfgl. amino acid
sequence is 100% homologous with to that of E. coli strains
APEC_01, UTI89, S88, CFT073 and EDla.

Regarding the role of these various virulence factors identified
in LF82, we further analyzed the association of pathoadaptative
mutations of two of them that play a major role in the interaction
of the LF82 bacteria with host intestinal cells. FimH and OmpA
interact with host receptors whose expression is abnormal in
patients with Crohn’s disease, ie the CEACAMG6 glycoprotein
acting as an intestinal receptor for FimH adhesion [23,24] and the
glycoprotein  Gp96 involved in the fusion of FE. coli outer
membrane vesicle via OmpA to the plasma membrane of intestinal
epithelial cells (Rolhion et al., in press). The analysis of the
concatenated FimH and OmpA amino acid sequences indicated
that the B2 strains divided into various clusters with one including
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strains LF82, 536, APEC_01 and UTI89 (Figure 7A). Interest-
ingly, when we compared the adhesion and invasion levels of the
E. coli strains belonging to this subgroup, we observed that strains
LF82 and UTI89 adhered at a similar level and that like LEF82,
APEC_01 and UTI89 were highly invasive (Figure 7B and C).

Conclusion

Strain LI'82, belonging to phylogenetic group B2, is close to the
avian pathogenic strain APEC_01, meningitis-associated strain
S88 and urinary-isolated strain UTI89 on the basis of flexible
genome and single nucleotide polymorphisms in various virulence
factors. Comparison of the phenotype indicated the APEC-01 and
UTI89 strains present similar ability to adhere to and to invade
human intestinal epithelial cells, but LF82 differs from other B2 E.
coli strains by its intermediate killer phenotype in mice. Based on
these results it would be of high interest to compare the behaviour
of APEC-01 and UTI89 strains to that of AIEC strain LF82 in an
inflammatory bowel disease model, such as transgenic mice
expressing the human CEACAMG6 receptor [24] to investigate
the potential of these strains to induce chronic inflammation in a
compromised host.

We identified 115 AIEC LF82 CDSs (2.6%), not found in any
E. coli genomes so far sequenced. In addition, 15 CDSs (0.3%)
share no homology with genes so far identified in any pathogenic
bacteria. Among known CDSs within the flexible genome, we
found four pathogenicity islands, orphan genes, genes encoding
many various virulence factors involved in adhesion, invasion, iron
acquisition, serum resistance, proteases, propanediol catabolism,
LFP and GipA important to target PP. Combined with host
susceptibility factors, this could explain the pathogenicity of

PLoS ONE | www.plosone.org
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bacteria so far qualified as non pathogenic according to a modified
Koch model taking into account the susceptibility of the host. It
was recently reported that AIEC bacteria, among all the E. coli
pathovars, were the only ones to benefit from autophagy
deficiency, as observed in some Crohn’s disease patients with
mutations in IRGM and ATGI6LI, and to better replicate
intercellularly [86]. In addition, genome evolution in LF82
bacteria cannot be simply described by a “core genome and
accessory gene pool” model. The analysis of the LF82 genome
clearly showed that in addition to the presence of specific genes
that could be involved in bacterial virulence, pathoadaptative
mutations could also play a major role in making AIEC
pathogenic in a compromised host. Analysis of single nucleotide
mutations along the whole genome should be highly informative.
For this purpose, genome sequencing of additional AIEC and non-
AIEC strains should also be performed to better understand the
AIEC-specific adaptations required to colonize the gut and to lead
to the development of chronic inflammatory bowel disease in a
genetic susceptible host.

Materials and Methods

Bacterial strain and Sequencing

E coli strain LF82 was isolated from a patient with Crohn’s
disease [10]. Reference strains used in this study are listed in
Table 1.

For the LF82 genome project, a shotgun sequencing strategy
using three different clone libraries and capillary Sanger
sequencing was used to obtain a 12X coverage of the complete
genome. For two of three libraries, genomic DNA was fragmented
by mechanical shearing and 3 kb and 10kb inserts was respectively
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cloned onto pcdna2.1 (Invitrogen) and pCNS (pSU18 derived)
plasmid vectors. In addition, a large insert (25 kb) BAC library was
constructed from Sau3A partial digest and cloning onto pBelo-
BACI11. Vector DNAs were purified and end-sequenced using
dye-terminator chemistry on ABI3730 sequencers. To reduce
assembly problems due to repeated sequences, the assembly was
realized using Phred/Phrap/Consed software package (www.
phrap.com). The finishing step was achieved by primer walks,
PCR and transposon bomb libraries and a total of 11984
sequences (670, 82 and 11232 respectively) were needed for gap
closure and quality assessment.

Genome annotation and Comparative genomic analysis

The LF82 chromosome and plasmid sequences were integrated
into the MicroScope system [87] to perform annotation a
comparative analysis with the other E. coli strains published in
the context of the ColiScope project [48]. In addition, each
protein of LF82 strain, manually validated, was compared with the
genomes of E. coli strains 536, UTI89, CFT073, APEC_Ol,
E2348/69, EDla, S88, UMNO026, AI39, SMS_3_5, EDL933,
157_H7, EC4115, E24377A, 55989, IAIl, SE11, ATCC 8739,
HS, KI12_DHI10B, KI12_MGI1655 and W3110 using the
TBLASTN program to also take into account potential unpre-
dicted genes and genes with mispredicted start codons in the so far
sequenced . coli strains. A gene was considered conserved if the
TBLASTN analysis produced an alignment with a minimum of
85% identity and over between 90 to 110% of the length of the

PLoS ONE | www.plosone.org
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Table 6. Virulence factor encoding genes found in LF82 genome outside pathogenicity islands.

B2 K12
Gene(s) Description LF82 536 UTI89 CFT073 APEC 01 E2348/69 ED1a S88 MG1655
fimH Type 1 fimH adhesin + + + + + + + + +
csgA Curli + + + + + + + + +
yadC Uncharacterized fimbrial-like protein + + + + + + + + +
ydeQ Uncharacterized fimbrial-like protein + + + + + + + + +
yehA Predicted Yeh fimbrial-like adhesin + + + + + + + + +
yfcP Hypothetical fimbrial-like protein + + + + + + + + +
ppdD Putative major pilin subunit + + + + + + + + +
auf Putative fimbrial-like protein + + + + + — + o =
ygi Yqi fimbriae + + + + - + + -
IpfA fimbrial-like protein + — — - - — + = =
gipA Peyer’s patch-specific factor + + - + — + — _ _
ibeA Invasion protein lbeA + — + - + — — _ _
pdu coenzyme B12-dependent 1,2-propanediol catabolism + - - — — + — - —
ratA RatA-like protein + + + + + — + + —
fepC Ferric enterobactin transport ATP-binding protein fepC  + + + + + + + + -
chuA Outer membrane hemin receptor chuA + + + + + + + + -
fhuA iron compound receptor (ferrichrome iron receptor) + + + + + + + + -
sitA-D Salmonella iron/manganese transport + + + + + - + + -
iss Serum survival + + + + + — - + —
sepA Extracellular serine protease + + + + — — + + -
yfgl Outer membraneVesicle formation + + + + + + + + +
ompC Outer membrane porin protein C + + + + + + + + +
ompA Outer membrane porin protein A + + + + + + + + +
nipl Lipoprotein Nipl + + + + + + + o o
doi:10.1371/journal.pone.0012714.t006

query. In addition, TBLASTN analyses were manually validated
to take into account a gene having a frameshift mutation. Finally,
such genes were encompassed in the core genome.

To make easier the visualization of specific regions on the
circular representation of the £. coli LF82 genome, we created
color gradient that denotes the percentage of organisms which
possess a homolog of a given gene of the reference genome. If this
particular gene is present in all the organisms under study, it is
tagged in light color (blue, red or green). Conversely, if it is only
present in the reference genome, it is tagged in dark color (blue,
red or green). In other words, the more pronounced the color, the
higher the specificity.

Conserved gene clusters, i.e., synteny groups, were computed
according to Vallenet et al. [88]. The Synteny plots has been
obtained using the MaGe graphical interface of the ColiScope
project (https://www.genoscope.cns.fr/agc/mage).

Mage informatics Tool RGPfinder

Regions of Genomic plasticity (RGPs) of the LI'82 genome were
searched in the E. coli strains 536, UTI89, CFT073, APEC_OI,
E2348/69, EDla, S88, UMNO026, AI39, SMS_3_5, EDL933,
157_H7, EC4115, E24377A, 55989, IAIl, SE11, ATCC 8739, HS,
K12_DHI10B, K12_MG1655 and W3110 genomes with the web tool
RGPfinder, implemented in the annotation platform MaGe (http://
www.genoscope.cns.fr/agc/mage; Roche et al., in preparation).

RGPFinder searches for synteny breaks between a reference
genome and a set of closely related bacteria, named the Bacterial
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Figure 6. Phylogenic tree of sequenced E. coli strains. Phylogenic analysis were performed with FimH (A), OmpA (C), OmpC (E) and YfgL
(F) variants. Location of substitutions in crystal structures are shown for FimH (B) and OmpA (D). FimH and OmpA are presented as ribbon in
yellow [85,95]. FimH structure is in complex with the chaperon FimC (blue ribbon) and mannose (stick). The substitutions are indicated in red.
The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (500 replicates) are shown next to the

branches.
doi:10.1371/journal.pone.0012714.9g006

genome sect. A region of genomic plasticity (RGP) sensu lato is the
sum of overlapping sub-regions that are missing in at least one of
the bacterial genome comparison set. RGPs have a minimal size of
5 kb. This definition does not make any assumption about the
evolutionary origin or genetic basis of these variable chromosomal
segments. RGPFinder also provides information about composition
abnormalities (GC% deviation, Codon Adaptation Index) and
RGPs flanking features such as tRNA, IS, integrase (int) and
genetic elements involved in DNA mobility (mob) which are

common characteristics of foreign DNA acquired by horizontal
genetic transfer such as Genomic Islands (GI) and prophages (P).

Phylogenetic analysis

The phylogentic analysis of FimH, OmpA, OmpC and YfgL
was inferred using the Neighbor-Joining method [89]. Bootstraps
were defined on 500 replicates. The evolutionary distances were
computed using the Poisson correction method and are in the units
of the number of amino acid substitutions per site. Horizontal
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Figure 7. Phylogenic tree and studies on adhesion and invasion levels of E. coli strains. Location of LF82 in the phylogenic tree based on
analysis of concatenated FimH and OmpA amino acid sequences (A), adhesion (B) and invasion (C) abilities of LF82 and other sequenced B2 or non
pathogenic strains to Intestine-407 cells. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (500
replicates) are shown next to the branches. Cell-associated bacteria were quantified after centrifugation and a 3-h infection period. Invasion was
determined after gentamicin treatment for an additional 1h. Each value is the mean = SEM of at least three separate experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0012714.g007
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branches are drawn proportional to inferred evolutionary distance.
Phylogenetic analyses were conducted in MEGA4 [90].

Multilocus Sequence Typing

The multilocus sequence typing (MLST) was performed as
previously described by Jaureguy et al. [42]. This MLST scheme
used internal portions of the eight housekeeping genes dinB, wdA,
pabB, polB, putP, trpA, trpB and widA. ClonalkFrame [91] was used
with 100,000 iterations, including 50,000 burn-ins to infer a
recombination-insensitive phylogeny from the MLST data [90] to
draw the consensus phylogenetic tree obtained using ClonalkFrame.

CRISPR identification
Identification of CRISPR loci in LF82 genome and searches for
spacer homologs were performed as previously described [92].

In vitro adhesion and invasion assays and In vivo
virulence analysis

The bacterial adhesion and invasion assays were performed
using the human intestine cell line Intestine-407 as previously
described [93].

A mouse model of systemic infection was used to assess the
Intrinsic extraintestinal virulence of E. coli strains [94]. Mice were
challenged subcutaneously with a standardized bacterial inoculum
of 2x10%.and mortality was assessed over 6 days post-challenge. In
this model system, lethality is a rather clear-cut parameter and,
based on the number of mice killed, strains are classified as non-
killer (<2 of 10 mice killed), killer (>8 mice killed) [49] or
intermediate.

Supporting Information

Table S1
Yersimia.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0012714.s001
XLS)

LF82 plasmid composition compared to Salmonella and

(0.03 MB
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Commentaire de la publication N°3 :

Le séquencage de la souche AIEC de référence LF82 est un projet réalisé grace a une
collaboration avec le Génoscope, fournissant les séquences complétes de haute qualité du
chromosome et du plasmide de cette souche. Afin d'exploiter les données, nous avons
comparé les séquences ADN obtenues avec celles de 21 génomes de southeslide
completement séquencées et disponibles. Cette analyse a permis d’identifier le squelette
génomique de l'espéce, représentant I'ensemble des génes communs a tous les génomes
séquencés d&. coli (n=3162). Les génes ne faisant pas partie de ce squelette génomique
appelés « genes flexibles » sont pour la plupart retrouvés dans les souches suivantes : APEC-
01 (isolée de poulet atteint de collibacilose aviaire), S88 (isolée du liquide céphalo-rachidien
d’'un patient atteint de méningite) et UTI89 (souche pathogene urinaire). Ainsi la souche
AIEC LF82 est trés proche de ces souches appartenant toutes au groupe phylogénétique B2.
L’analyse « Multilocus Sequence Typing » (MLST) confirme I'appartenance de la souche
AIEC LF82 au groupe B2 mais elle reste tout de méme dissociée du sous-groupe
APEC_01/S88/UTI89.

L’'appartenance de la souche AIEC LF82 au groupe phylogénétigue B2 est en
corrélation avec une étude génétique récente montrant que les sBuaundiscolonisant la
muqueuse intestinale de patient atteint de MICI font principalement parties des groupe
phylogénétiques B2 et D (Kotlowskt al., 2007; Petersen et al., 2009). Eesolidu groupe
B2 ont également un réle dans I'étiologie de pathologies extra-intestinales (Picard et al.,
1993). Un test de létalité en modéle animal souris, consistant & injectér ctéries en
intra-abdominal, avait été mis au point par Picard et coll. afin d’évaluer le caractére de
virulence des souches @&e coli (Picard et al., 1999). Ce test a permis de mettre en évidence
gue le caractére virulent d’'une souche est multifactoriel mais que le groupe phylogénétique
B2 est souvent associé a la virulence (Johnson et al., 2006). Nous avons analysé le potentiel
de la souche AIEC LF82 dans ce modele animal et il s’avere que le phénotype observé est
intermédiaire par rapport aux souches considérées comme « killer » (APEC-01, S88, UTI89 et
CFTO076) et aux souches « non killer » (K-12 MG1655 et ED1a). Ce résultat laisse supposer
gue la souche AIEC LF82 pourrait étre assimilée a un pathogéne opportuniste.
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Le génome de la souche AIEC LF82 a évolué en « patchwork » comme cela a été
décrit pour les souches UPEC (Brzuszkiewatal., 2006). En effet, nous avons pu identifier
du matériel génétique acquis par transferts horizontaux :

- Un plasmide pLF82, présentant des homologies avec le plasmide pMYEibnia
pestiset le plasmide pHCM2 dBalmonella entericaerovarTyphimurium et dont la plupart
des CDSs (CoDing Sequences) codent pour des protéines hypothétiques. Le pourcentage en
GC de ce plasmide est faible (46,2%) ce qui renforce I'hypothése qu’il a été obtenu par
transfert horizontal d’'une espece éloignée. Cependant la présence de ce plasmide n’est pas
systématique chez les souches AIEC et cette observation a également été retrouvée dans une
collection de souches AIEC nord-Américaine (Baumgadl., 2007).

- Des filots génomiquesiugmentant la taille des génomes #e<oli pathogénes par
rapport auxk. colicommensaux (Rodet al., 1999). Un simple comparaison de la taille du
génome de la souche AIEC LF82, 4 773 108 pb, avec celui de la souche commensale de
référencek. coliHS, 4 643 538 pb, permet de voir que cette souche a évoluée par acquisition
de genes (Rasko et al.,, 2008). En général, les flots génomiques participent au « fitness »
bactérien en leur conférant de nouvelles propriétés notamment des capacités de virulence : on
parle alorsd’ilot de pathogénicité (PAI) (Lloyd et al., 2009). Quatre PAI ont pu étre
identifiés dans la souche AIEC LF82 :

v PAI | et Ill codent pour un systéeme de sécrétiontygee VI déja identifié dans
différentes bactéries pathogénes a Gram négatif (Bieigkd., 2008; Brzuszkiewicet al.,

2006; Chen et al., 2006; Dudlest al., 2006; Johnson et al., 2007; Lloyd et al., 2009;
Mougouset al., 2006; Pukatzket al., 2006; Ra@t al., 2004; Schekt al., 2007; Shaloret

al., 2007). A I'heure actuelle, aucun role de ce systéme de sécrétion n'a pu étre mis en
evidence chez la souche AIEC LF82, I'étude de ce systeme étant complexe car cette souche
possede les genes codant ce systeme de sécrétion au niveau de deux flots ce qui induit une
redondance des génes.

v' PAIl Il comporte tous les génes permettant la bith®ge d'un sidérophore, la
yersiniabactine, ainsi que le gefyalA (ferric yersiniabactin uptake) codant le récepteur de
membrane externe du complexe yersiniabactine/fer (Rakin et al., 1994). Ce systéme de
captation du fer a été caractérisé comme facteur de virulence au sein des EXPEC (8chubert
al., 2002). En effet, il pourrait permettre I'acquisition du fer dans des conditions de stress de
privation, comme celles rencontrées lors de la colonisation du tractus intestinal.

v' PAI IV comporte tous les génes permettant la synthése d’une capsule de groupe 2

et 'organisation génétique est de type antigénique K1 ou K5 (Batrett, 2002). Dans la
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souche dee. coli Nissle1917, les polysaccharides K5, permettent l'interaction des bactéries
avec les cellules épithéliales intestinales (Haé¢zl., 2009). Cependant le sérotype de la
souche AIEC LF82 n’a pas permis de caractériser I'antigene de capsule.

- Quatre prophages, forme lysogene des phages, qui apportent a la bactérie de
nouveaux éléments géneétiques. Cependant, ils n’hébergent pas de facteurs de virulence
actuellement caractérisés. Des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si ces
prophages participent a la « conversion lysogénique » en augmentant le pouvoir pathogene de
la souche AIEC LF82.

La souche AIEC LF82 est donc de par son organisation génomique proche des
souches urinaires. Cependant, elle ne présente pas dans son génome les facteurs de virulence
spécifiqgues de UPEC tels que les piligag), S éfa), et F1C (fog permettant aux UPEC de
coloniser le tractus urinaire, et les toxines telles que 'hnémolykiyeet le facteur de nécrose
(CNF1), induisant des dommages tissulaires (Watesl., 2008). Par contre, comme dans la
majorité des bactéries virulentes du groupe B2, la souche AIEC LF82 comprend dans son
génome les genes permettant d’exprimer différents caracteres spécifiques qui les distinguent
desE. colicommensaux.

Parmi les genes flexibles de la souche AIEC LF82 sont retrouvés :

- 15 CDSs uniquesc’est a dire qui ne présentent aucune homologie avec d’autres
CDSs de génomes bactériens. Leur analyse et leur recherche dans la collection de souche
AIEC permettront de mieux caractériser la pathogénicité des souches AIEC ainsi que la mise
au point d’outils moléculaires pour diagnostiquer la présence de souches AIEC.

- Des facteurs de virulencent pu étre identifiés par homologie avec des facteurs déja
identifiés impliqués dans I'adhésion (10 types de fimbriae), I'invasimA], I'acquisition du
fer (fepC chuA, fhuA etsitA), la résistance au sérunss, une protéasesépA et le
catabolisme du propanediol (openpdu). De plus, dans le génome de la souche AIEC LF82
se trouve I'opérotpf (long polar fimbriae) et le genépd\ (growth in Peyer’s patches factor).

Chez la souche EHEC 0157:H7 86-24, des expérieincgs/o chez le porc et le mouton
montrent que les LFP contribuent a la colonisation du tractus intestinal (Jordan et al., 2004).
Chez S. Typhimurium, les LPF permettent 'adhésion bactérienne aux plaques de Peyer
(Baumler et al., 1996b). Par ailleurs, le geg®A est spécifiguement exprimé au niveau
intestinal et GipA permet la survie bactérienne dans les plaques de peyer. Ainsi, la présence
de l'opéronlpf et du geneayipA suggere que les AIEC sont capables de cibler les plaques de

Peyer. Cette hypothese serait en corrélation avec des observations cliniques rapportant que les
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sites initiaux de l'inflammation dans les MC iléales seraient les follicules lymphoides
(Gullberg and Soderholm, 2006; Morson, 1972).

- La présence d&NP (Single Nucleotide Polymorphism)suggeére I'existence de
mutations pathoadaptatives qui permettraient aux bactéries de mieux s’adapter a une
« niche écologique» qui est dans le cas des AIEC le tractus intestinal de I'hnéte. Chez les
patients atteints de MC, deux glycoprotéines sont anormalement exprimées au niveau de la
mugqueuse iléale, la glycoprotéine CEACAM6 servant de récepteur a l'adhésine FimH
(Barnich et al., 2007 ; Carvalho et al., 2009) et la glycoprotéine Gp96 impliquée dans la
fusion de vésicules de membrane externeEdeoli via la protéine de membrane externe
OmpA a la membrane plasmique de la cellule héte (Rolhion, 2010). Il est intéressant de noter
I'existence de mutations dans les séquences protéiques de OmpA et FimH par rapport a une
souche dek. coli K-12. Cependant, I'implication de telles mutations dans une évolution
pathoadaptatives de pathovar AIEC devra étre évaluée par des études génétiques et la

caractérisation phénotypique de la collection de souches disponible au laboratoire.

En conclusion, le séquencage du génome de la souche de référence AIEC LF82 a
permis de mettre en évidence (i) des CDSs spécifiques non retrouvés chez |es. autlies
(iii) des genes de virulence qui pourraient expliquer en partie les mécanismes de pathogénicité
des souches AIEC et (iii) des mutations pathoadaptatives qui pourraient jouer un réle majeur
dans I'amélioration des capacités de colonisation et d’'inflammation du tractus intestinal.
Ainsi, d’'aprées la version modifieée du postulat de Koch, les bactéries AIEC pourraient étre

considérées comme pathogenes notamment chez des patients génétiquement prédisposés.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La maladie de Crohn (MC) est une maladie multifactorielle qui met en jeu une
combinaison de facteurs environnementaux et génétiques conduisant a une hyperactivation du
systeme immunitaire intestinal. Cette pathologie serait la conséquence d’une prédisposition
génetique de I'hdte combinée a une colonisation par des bactéries ayant subi une
pathoadaptation aux conditions intestinales. Chez les sujets atteints de maladie de Crohn, des
mutations sont fréquemment retrouvées au niveau de genes de susceptibilité impliqués dans le
maintien de l'intégrité de la barriére intestinale, la réponse immunitaire innée et/ou adaptative
de I'hote vis-a-vis d’agents bactériens ou de produits bactériens. Il s’agit en particulier de:

- NOD2/CARD15 (Nucleotide-binding Oligomerization Domain/Caspase-Activating
Recruitment Domain) qui code un récepteur cytoplasmique de I'immunité innée et pour lequel
des variants mutés sont incapables de contrbler la multiplication de bactéries intracellulaires
consécutivement a une déficience d’autophagie (Hisamatsu et al., 2003;eOgitz 2004;
Travassogt al.),

- ATG16L1 (ATG16 autophagy-related genel6-like 1) (Harepal., 2007; Latianet al.,

2009; Riouxet al., 2007) etRGM (Immunity-related GTPase protein type M) (Parkesl.,
2007) qui codent des protéines impliquées dans la voie de l'autophagie,

- TLR4 qui code un récepteur impligué dans la détection du LPS des bactéries a Gram
négatif extracellulaires et dans linitiation des réponses immunitaires (Cario and Podolsky,
2000; Hausmann et al., 2002),

- DLG5 (Drosophila Disc Larg Homolog 5) qui code une protéine de la famille des
guanylate-kinases impliquée dans le maintien de la perméabilité membranaire de la barriere
intestinale (Humberet al., 2003; Nakamuret al., 1998; Wakabayasét al., 2003),

- CEACAMG6 (CarcinoEmbryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 6) qui code
une protéine de surface glycosylée permettant aux bactéries AIEC de coloaisere

reconnaissance par les pili de type 1 (Barnich et al., 2007).

L'identification de tels genes de susceptibilité chez les patients renforce I'hypothése de
limplication de bactéries a tropisme intracellulaire dans [I'étiologie de la MC. Notre
laboratoire a exploré un réle possible He coli comme agents bactériens opportunistes
pouvant induire une pathologie chez des patients susceptibles. Cette piste a été ouverte

lorsque les premiéres analyses ont montré une prédominance anorfalotiassociés a la
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muqueuse intestinale chez les patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud et al., 1998).
Depuis, plusieurs études indépendantes ont rapporté une telle dysbiose avec forte
augmentation deE. coli colonisant et formant un biofilm a la surface de la muqueuse
intestinale (Conte et al., 2006; Kotlowsdt al., 2007; Martin et al., 2004; Neat al., 2002;
Swidsinskiet al., 2002). Sur la base des caractéristiques pathogenes de ces sobched, de
un pathovar associé a la muqueuse iléale de patients atteints de MC, nommé AIEC pour
Adherent-Invasive E. colia été proposé (Boudeau et al., 1999; Glassaal., 2009). Des
souches AIEC associées a la MC ont été mises en évidence dans différentes études réalisées
en Europe ou aux Etats-Unis (Baumgeatrial., 2007; Bronowsket al., 2008; Eaves-Pylex
al., 2007; Huebneet al., 2009; Martin et al., 2004; Mizoguchi, 2006; Semiramoth et al.,
2009; Subramanian et al., 2008; Sutherland et al., 2009; ¥fiak, 2009).

L’objectif de mon travail de these a été I'analyse moléculaire de la souche AIEC
LF82, souche de référence. Cette étude a permis de mettre en évidence que le caractere
pathogéne des souches AIEC est di a des facteurs de virulence originaux et a une régulation
complexe de leur expression permettant a ces bactéries opportunistes d’induire et/ou

d’amplifier un état inflammatoire chez des patients prédisposés.

Les souches de E. cadiont classées en deux grands groupes : souches pathogénes
versussouches non-pathogénes. Parmi les souches pathogenes, différents pathovars ont été
décrits, et ces pathovars étant eux-méme répartis en deux grands groupes comprenant les
pathogenes extra-intestinaux (EXPEC) et intra-intestinaux (INtEC). Par ailleurs, les études
phylogénétiques des souches de coli ont permis de décrire différents groupe
phylogénétiques qui semblaient initialement en corrélation avec le caractére pathogene et non-
pathogene des souches. Ainsi les souches commensales et pathogénes intra-intestinales
appartiennent majoritairement aux groupes A et Bl alors que les souches EXPEC
appartiennent majoritairement aux groupes B2 et D. Cependant des études récentes montrent
gue cette répartition est en réalité plus complexe. En effet, il existe des souches de groupe
phylogénétique B2 qui sont commensales, comme la souche EDla récemment séquencée
(Touchon et al., 2009). La souche AIEC de référence LF82 appartient également au groupe
phylogénétique B2, comme une majorité des souches colonisant les patients atteints de MC,
mais on retrouve également des AIEC appartenant aux groupe phylogénétiques D et Al. De
ce fait, il est clairement établi que la distinction commensale versus pathogene ne peut se faire

uniquement en fonction du groupe phylogénétique. Ceci s'explique notamment par I'existence
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dans chaque génome d'un pool flexible de genes échangés par transfert horizontal et modulant

la pathogénicité et I'adaptation a des niches particuliéres chez un héte prédisposeé.

Afin de mieux comprendre le processus de pathogénicité des souches AIEC, le
séquencage du génome de la souche de référence AIEC LF82 a été réalisé dans le cadre du
projet ColiScope. Son analyse a permis de mieux comprendre I'évolution de cette souche, et
de mettre en évidence de nombreux génes acquis par transfert horizontaux jouant
potentiellement un réle dans la virulence de la souche AIEC LF82.

L’organisation génomique de la souche AIEC LF82 montre, comme chez les autres
souches deE. coli entierement séquencées, qu'il existe des points d’inseditots
génomiques De plus, la présence/absence de ces flots n'est pas forcément caractéristique d'un
groupe phylogénétique donné ni forcément associé au caractére pathogéne des sd@iches de
coli (Touchonet al., 2009). Parmi les flots génomiques de la souche LF82, sont retrouvés
guatreilots de pathogénicité (PAl)dont deux codent ugystéme de sécrétion de type VI
Ces systemes de sécrétion de type VI pourraient jouer un rdle crucial dans la virulence de la
souche LF82, en effet une étude trés récente montre queHeienbacter hepaticuze
systeme de sécrétion limite la colonisation et I'inflammation intestinale et permet une relation
plus équilibrée de ce pathogéne avec son héte (Chow and Mazmanian). Or, nous avons
montré que la souche AIEC LF82 présente une virulence modérée, confirmée par un
phénotype « Kkiller » intermédiaire dans le modéle murin développé par Jobhsan
(Johnson et al., 2006). Il serait intéressant d’étudier en modele animal la virulence de mutants
invalidés dans le systeme de sécrétion de type VI pour savoir si la souche AIEC LF82
n'utiliserait pas ce systeme pour échapper au systeme immunitaire de I'h6te et créer une niche

de réplication qui lui permettrait d’entretenir un état inflammatoire chronique.

La fonctionnalité de ces deux systemes de sécrétion de type VI n’a pas pu étre vérifiée
a I'heure actuelle, méme si divers mutants ont été générés, dans la mesure ou nous n'avons
pas pu mettre en évidence des effecteurs sécrétés (résultats non présentés). Cependant, par
analogie avec d’autres bactéries du gefrecoli exprimant de tels systémes de sécrétion
fonctionnels (Aschtgen et al., 2008; Dudleyal, 2006), il est probable que ceux retrouvés
chez la souche LF82 soient également fonctionnels en raison de la forte homologie de
séquence avec des genes codant des systemes de sécrétion de type VI chez d'autres espéces et
du respect de leur organisation (synténie). Si un réle du systeme de sécrétion de type VI est

confirmé, une des perspectives immeédiate est de mettre en évidence les protéines sécrétées
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par un systeme de sécrétion type VI chez la souche AIEC LF82 et de définir leur(s) réle(s)
dans linteraction bactéries/héte. Pour simplifier les études préliminaires, étant donné la
redondance des genes, la mise en évidence du réle du systéme de sécrétion de type VI pourrait
se faire en délétant chaque flot comportant un systeme de sécrétion de type VI, selon la
technique déja utilisée pour étudier le role des ilots de pathogénicité de la souche UPEC 536.
Les Tlots étant des éléments naturellement mobiles, I'intégration d’'un géne suicide dans leur
séquence permet, dans certaines conditions de culture, d’entrainer leur excision de facon
spontanée (Middendoet al., 2004).

Le processus de colonisation et d’induction d'une inflammation par les AIEC ne serait
pas possible sans I'expression de certédeseurs de virulenceimpliqués dans I'adhésion
(10 types de fimbriae), l'invasion (IbeA), la captation du fer (FepC, ChuA, FhuA, SitA et
FyuA), la résistance au sérum (ISS), ou la mise en place d’'une capsule. De plus, chez la
souche LF82, de facon intéressante, deux geénes/opérons impliqués dans le ciblage des
plaques de Peyer p&t Typhimurium (Baumleet al., 1996a; Stanlegt al., 2000) ont pu étre
mis en évidence : le geng4$§ (growth in Peyer’s patches factor) ainsi que I'opépdriLong
Polar Fmbriae). Leur présence chez les souches AIEC alors gqu’ils ne sont pas fréquemment
retrouvés chez les EXPEC en général ni chez les INPEC, a l'exception des EHECefTorres
al., 2002) pourrait expliquer l'apparition des lésions précoces caractéristiques de la MC
préférentiellement au niveau de I'épithélium recouvrant les plagues de Peyer (Gullberg and
Soderholm, 2006; Morson, 1972). Nous nous proposons suite a la création de mutants
isogéniques LFB2IpfA ou LF82AgipA d’analyser leurs roles chez la souche AIEC LF82
dans le ciblage des plaques de Peyer. Ces études pourraient étre envwsaggesen
chambre de Ussing sur des plaques de Peyer murines, selon le modéle développé par Barreau
et collaborateurs (Barreau et al., 2007). Nous proposons également de comparer le
comportement de ces mutants par rapport a la souche sauvage en modéle murin CEABAC10,
surexprimant le récepteur CEACAM6 humain, qui permet une colonisation du tractus
intestinal par la souche LF82 et le développement d’une colite inflammatoire (Carvalho et al.,
2009).

De facon intéressant88 CDSretrouvés au sein du génome de la souche AIEC LF82
sont absents des bases de données nucléiques correspondant aux séqleras Amsi
ces CDS, augmentant le pangénome de l'espece, codent potentiellement des protéines

spécifiqgues impliquées dans le comportement de la souche AIEC LF82 chez un hote
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susceptible. Par ailleurs, 55 de ces CDS spécifigues sont regroupés au sein d’un filot
génomique qui semble provenir d’'une espéce éloignée corensimia. Avant de s'intéresser

a leur réle, nous proposons tout d’abord de rechercher la prévalence de ces différents CDS au
sein du pathovar AIEC par criblage de différentes collections réalisées en France, en Europe
ou aux USA (Baumgast al., 2007; Darfeuille-Michaud et al., 1998; Martinez-Med#hal.,

2009a; Sasaket al., 2007). Le but serait dans un premier temps d’identifier un ou plusieurs
facteur(s) bactérien(s) spécifique(s) a I'ensemble des bactéries du pathovar AIEC. Il faut noter
gue parmi les 96 CDSs spécifiques de la souche AIEC LF82, 15 ne présentent aucune
homologie avec des séquences nucléiques bactériennes connues. Ces CDS représentent donc
de trés bons candidats potentiels pour la mise au point d’un test moléculaire de détection des
AIEC et/ou de quantification du niveau de colonisation de la muqueuse intestinale. Un tel
outil pourrait étre exploité a la fois en clinique pour mettre en place une thérapie ciblée de la

MC et en laboratoire de recherche sur modele animal.

Par ailleurs, une dysbiose est observée au niveau intestinal chez les patients atteints de
MC avec une diminution des espéces bactériennes bénéfiques tellEaepadibacterium,
Bifidobacteriumet Lactobacilluset une augmentation des bactéries pathogenes telles que
Bacteroideset E. coli (Darfeuille-Michaud et al., 1998; Giaffet al., 1992; Keighlet al.,

1978; Lederman, 1997; Manichanh et al., 2006; Nstual., 2002 Swidsinski, 2002 #95;
Seksik et al., 2006; Sokadt al., 2008; Tambolet al., 2004). Ainsi, il serait intéressant
d’étudier le rble des CDS spécifiques dans des processus qui favoriseraient les souches AIEC.
En effet, les bactéries AIEC pourraient par exemple exprimer des bactériocines ou moduler le
guorum sensing. Une autre hypothése permettant d’expliquer la prévalence anormale d’AIEC
serait l'acquisition de propriétés métaboliques supplémentaires par rappoiE. acli
commensaux permettant de transporter et/ou de métaboliser différents substrats
(particulierement des sucres) qui leur conféreraient un avantage pour s’implanter au niveau de
la muqueuse intestinale. Dans la littérature, plusieurs exemples sont rapportés, notamment
I'utilisation du désoxyribose favorisant la croissance Elecoli pathogénes pendant la
colonisation de I'héte (Martinez-Jehangieal., 2009).

La dysbiose observée chez les patients peut aussi résulter d'une adaptation de certaines
souches bactériennes aux susceptibilités génétiques de I'hnéte. Des études de GWA (Genome-
Wide Association) ont réecemment montré une forte association entre MC et des mutations des
genesATG16L1 (ATG16 autophagy-related 16-like 1) ®6BGM (Immunity-related GTPase

protein type M) qui codent des protéines impliquées dans la voie de 'autophagie (Btampe

145






al., 2007; Latiano et al., 2008; Parketsal., 2007; Rioux et al., 2007). L’autophagie joue un

réle important dans la réponse immunitaire innée et adaptative de I'hGte vis-a-vis des
pathogénes (Amer and Swanson, 2005; Deretic, 2005; Dupont and Lafont, 2009; Na&iagawa
al., 2004; Schmid and Munz, 2007; Singh et al., 2006) et pourrait donc avoir un réle clé dans
la MC. Il s'avere que les AIEC, contrairement aux souche€deoli K-12 MG1655,
environnementale SMS 3.5, commensale HS, EPEC E2348/69, DAEC C1845, ETEC H10407
et EIEC E12860/0, sont pris en charge par l'autophagie qui contréle leur multiplication
intracellulaire et pourraient donc, chez les patients porteurs de susceptibilités génétiques,
profiter d’'une autophagie déficiente (Lapaquedte al.). Ainsi, il serait intéressant de
comparer les génomes de ces souches afin de déterminer s'il existe chez les AIEC,
comparativement aux autres pathogenes, des facteurs spécifiques modulant l'interaction avec

la machinerie autophagique de I'héte.

Les AIEC associés a la MC présentent dans leur génome des caractéeres spécifiques mais
leur présence ne peut pas expliquer a elle seule leur capacité a coloniser I'épithélium intestinal
et a induire un état inflammatoire. Il semblerait que ces souches se soient adaptées a une niche
particuliere, le tractus intestinal, grace a des mécanismes de régulation différents de ceux de
souches d&. colinon pathogénes. L'existence de systemes de régulation de la virulence chez
les bactéries AIEC a été mise en évidence lors de I'étude du comportement de mutants de la
souche AIEC LF82 dépourvus de flagelles. En effet, il a été montré que les flagelles jouent un
réle important dans l'inflammation, dans l'interaction des bactéries AIEC avec les cellules
épithéliales par la mobilité gqu’ils conferent aux bactéries mais également en régulant
I'expression des pili de type 1 et d’autres facteurs restant a identifier (Barnich et al., 2003;
Carvalho et al., 2008).

Dans le but de mieux comprendre le fonctionnement des systémes de régulation de la
virulence dans la souche AIEC LF82 qui lui conférent en condition intestinale un avantage
par rapport a la flore commensale, nous avons étudié I'implication de régulateurs globaux tels
gueles protéines de type-histoneCes protéines sont nécessaires a la structure du nucléoide
et a sa compaction (Thanbichkdral., 2005) mais peuvent également moduler spécifiguement
la transcription de certains génes et notamment de genes codant des facteurs de virulence
(Dorman and Deighan, 2003). Concernant la souche AIEC LF82, au contact de cellules
épithéliales intestinales, I’ADN bactérien est plus condensg, les bactéries sont majoritairement

en phase ON pour I'expression des pili de type 1 et seule I'expression de la protéine de type-
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histone Fis est diminuée. Nous avons pu montrer que dans cette souche, la protéine Fis, en
régulant négativement I'expression de la recombinase FImE qui catalyse de fagon non
stringente le passage de ON vers OFF de I'éléfma®(Holden et al., 2007; Klemm, 1986),
diminue I'expression des pili de type 1. De plus, Fis agit sur I'expression de NanC, protéine
de membrane externe permettant le transport de I'acide sialique.ECloet K-12, I'acide
sialique régule négativement I'expressiorfideB et donc des pili de type 1 (El-Labagtyal.,
2003; Sohanpadt al., 2007). Cependant, dans la souche AIEC LF82 ce sucre aminé n’a aucun
effet sur I'expression démB et la variation de phase. Ainsi, chez les patients atteints de MC
chez lesquels des taux élevés d’acide sialique sont produits durant I'inflammationefRicci
al., 1995), les bactéries AIEC seraient avantagées par rapport aux souches commensales car
elles continueraient d’exprimer des pili de type 1 leur permettant d’adhérer a la muqueuse
intestinale.

Il avait déja été montré que Fis pouvait réguler I'expression de structures fimbriales telles
gue les curli chez les EAEC (Saldaataal., 2009) mais aucun rdle dans la régulation des pili
de type 1 n'avait été mis en évidence avant la publication de nos travaux. Par ailleurs, Fis
module I'expression de facteurs de virulence chez des bactéries duSgmenella en
conditions intracellulaires (€t al., 2006). Il n'est pas exclu que Fis régule des cibles encore
non identifiées. La recherche de sites de fixation spécifiques pour Fis, dans toutes les
séquences régulatrices en amont des génes (-1000pb), pourrait servir de point de départ pour

approfondir son réle dans la virulence des souches AIEC (Annexe 3)

Chez les bactéries, il existe différents niveaux de régulation de I'expression génique en
réponse a un stress environnemental. Par exemple, la forte osmolarité rencontrée par les
bactéries AIEC au niveau intestinal est percue lgarsysteme a deux composants
EnvZ/OmpR. Ce systeme permet la synthese de OmpC et en conséquence l'activation de la
voie de régulation RpoE et I'expression des pili de type 1 et des flagelles. Inversement, chez
les souches de E. colon pathogénes, l'activation du systeme a deux composants
EnvZ/OmpR entraine la répression de I'expression des flagelles (Oshiaha 2002; Pruss,

1998; Shin and Park, 1995). Cette différence de régulation, qui chez la souche AIEC LF82
permet la synthese coordonnée des flagelles et des pili de type 1, est un exemple d’adaptation
de la régulation d’expression de facteurs bactériens impliqués dans l'interaction bactérie/héte.

De plus, de forts taux d’anticorps anti-OmpC sont mesurés chez les patients généralement
atteints des formes séveres de MC a localisation iléale (Laaetats 2002; Mekt al., 2006;

Mow et al., 2004a) et également chez les patients porteurs d’'une miN&tidh associée a la
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MC (Devlin et al., 2007; Papadaket al., 2007). Cette association entre le taux d’anticorps
anti-OmpC deE. coli et les mutations du récepteur cytoplasmique de lI'immunité innée
NOD2, conduisant a une incapacité a controler la réplication intracellulaire de bactéries
invasives, renforce I'hypothese de l'implication de souchesEdecoli invasives dans
I'étiologie de la MC. Il serait dont intéressant de rechercher une corrélation entre la
colonisation de la muqueuse intestinale par les souches AIEC, la présence d’anticorps anti-
OmpC et la présence de mutations dans le ¢d@B2 chez des patients atteint de MC,

comparativement a des sujets controles.

De nombreux exemples dans la bibliographie montrent I'implication du second messager
bactérien ledi-guanosine monophosphate cycliqug(di-GMPc) dans la régulation de
'expression des flagelles et de structures fimbriales comme les curlEctoeti (Pesavento
et al., 2008). Nous avons analysé cette voie de régulation chez la souche AIEC LF82, en
étudiant le comportement du mutant LF82 invalidé dans le géne codant le facteur sigma FliA,
régulateur clé controlant I'expression des genes de classe Il du régulon flagellaire, a savoir
ceux codant FIiC, la protéine majeure des flagelles, et ceux impliqués dans le chimiotactisme.
Une diminution de I'expression des genes impliqués dans la voie dépendante du di-GMPc a
été observée chez les mutagtgH et ycgR. Ces deux génes codent respectivement une
phosphodiestérase a domaine EAL et le récepteur au di-GMPc a domaine PilZ qui
interveniennent dans la dégradation et I'activité effectrice du di-GMPc. Ainsi, FliA régulerait
non seulement I'expression des flagelles mais aussi en paralléle la voie du divia\iBo
action sur I'expression du gemhjH. La diminution d’expression de la phosphodiestérase
YhjH conduirait & une augmentation de la concentration intracellulaire en di-GMPc ayant un
impact négatif sur I'expression de pili de type 1 et les facteurs de colonisation en général. Le
réle de YcgR en tant qu’inhibiteur de ce processus a recemment été déc8athenella et
E. coli par Paukt al. (Paulet al.2010). Le complexe di-GMPc/YcgR fixerait les sous unités
FliM et FIliG en entrainant le blocage du moteur flagellaire. Des expériences
d'immunoprécipitation permettraient de confirmer I'existence d'un mécanisme similaire chez
les AIEC.

La régulation dépendante de la concentration en di-GMPc dans la souche AIEC LF82
représente un nouvel exemple de contréle de I'expression de génes de virulence chez des
bactéries pathogenes ou opportunistes (Heseal., 2005; Kadeet al., 2006; Kulasakaret
al., 2006; Limet al., 2007; Tamayo et al., 2005). Il serait intéressant de mesurer les taux de

di-GMPc cytosoliques dans différentes conditions, par exemple au contact de cellules
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épithéliales intestinales ou dans des modeles animaux de colonisation de muqueuse intestinale
in vivo, afin d'identifier les stimuli permettant la régulation de la synthése ou de la
dégradation du di-GMPc. Ces dosages sont réalisables par des techniques trés sensibles de
chromatographie couplée a la spectrophotométrie de masse récemment mises au point pour le
dosage de cette molécule (Spangteal.).

Cependant, la théorie d’'une séquestration temporelle et/ou spatiale du second messager
laisse supposer une action spécifiqgue des différentes di-guanylate cyclases et
phosphodiestérases. Or, lors de I'étude du réle du di-GMPc, nous nous sommes intéressés a
limplication de seulement trois enzymes : deux phosphodiestérases YhjH et YahA et la di-
guanylate cyclase YaiC. D’autres génes codant des protéines a domaine EAL (9 génes),
GGDEF (11 génes) ou les deux (6 génes) sont présents dans le génome de la souche AIEC
LF82 et pourraient également moduler la concentration intracellulaire en di-GMPc. Une étude
portant sur ces différents génes permettrait une analyse plus poussée de leur d’'une spécificité
d’expression en fonction des différents stades du processus de colonisation. De plus, trois des
phosphodiestérases et une des di-guanylate cyclases présentes chez la souche non pathogene
MG1655 ne sont pas retrouvées chez la souche AIEC LF82. Ainsi, la question reste posée de
savoir si I'expression de ces trois génes par la souche AIEC LF82, comparativement a la
souche non pathogene MG1655, permettrait de moduler positivement ou négativement la

virulence.

Un autre aspect de I'adaptation d’une souche pathogéne a son environnement, et peut-étre
encore plus d'une souche opportuniste, est la présencautitions pathoadaptatives.
Différentes substitutions et/ou additions d’acides aminés ont été mises en évidence dans
divers facteurs de virulence précédemment caractérisés chez la souche AIEC LF82 par
comparaison avec les souches e coli non pathogénes. Les séquences nucléotidiques
ompA-rs2 € fimH rgo, codant deux principales adhésines (Boudeau et al., ; Rolhion, 2010)
présentent respectivement 97% et 99% d’identité avec celles de la souEheaeK-12
MG1655. Il faut noter que les autres genes codant des protéines impliquées dans l'interaction
des bactéries avec les cellules hotesn telles que etf@mpC présentent également 98% et
91% d’identité avec ceux de la souche He coli K-12 MG1655. Au niveau protéique,
'ensemble de ces variations se traduit par différentes substitutions d’acides aminés.
L’adhésine FimH de la souche AIEC LF82 présente quatre substitutions d’acides aminés par
rapport a 'adhésine FimH exprimée ftarcoliK-12 MG1655 non pathogene (V27A ; N70S ;

S78N et T158P). La mutation A27V a été décrite comme une mutation pathoadaptative chez
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les UPEC de groupe phylogénétique B2 (Homneaial., 2003). La mutation T158P, localisée

dans le bras flexible de FimH (entre les domaines piline et lectine), pourrait influencer le
mécanisme de « catch bond » important dans I'association adhésine/récepteur en conditions
de forces de cisaillement (Thomesal., 2002). Les formes variantes des différents facteurs

de virulence des souches AIEC doivent jouer un rdle central dans I'évolution adaptative des
AIEC aux conditions physiologiques intestinales et a linteraction des bactéries avec la
mugueuse intestinale. D’ailleurs, la présence simultanée des quatre substitutions dans FimH
permetin vitro une meilleure adhésion des souches AIEC aux cellules épithéliales intestinales
(Travaux en cours). De plus, il a été montré que I'expression de pili de type 1 variants par les
AIEC permet une meilleure colonisation de I'épithélium intestinal suite a une interaction de
forte affinité avec le récepteur CEACAMG6 (Barnich et al., 2007). Afin de caractériser le role

de chaque mutation, une approche par mutagenese dirigée est envisagée et nous nous
proposons de tester I'adhésion des variants a des cellules épithéliales intestinales avec une
application de flux assimilé au péristaltisme, ce qui permettrait d’évaluer I'implication des
différentes mutations dans la fonction des pili de type 1 exprimé par les AIEC.

Nous avons montré que les bactéries AIEC présentes dans la lumiere intestinale régulent
'expression des flagelles et des pili de type 1 de fagon spécifique. Cette adaptation de la
régulation leur conférerait un avantage par rapport a la flore commensale (Stecher
2008). En effet, I'hyper-flagellation pourrait rendre les bactéries AIEC hyper-mobiles
(Rolhion et al., 2007) ce qui faciliterait 'accés a la barriére épithéliale intestinale et donc
l'interaction avec différentes protéines telles que le récepteur CEACAM6 (Barnich et al.,
2007). Au contact des cellules, nos résultats suggerent que les bactéries n’exprimeraient plus
de flagelles mais resteraient hyper-piliées grace a la levée de I'inhibition faisant intervenir la
protéine Fis (Miquekt al.). La répression de I'expression des flagelles permettrait de limiter
linduction de la réponse inflammatoirga TLR5 et/ou IPAF tandis que le haut niveau
d'expression de pili de type 1 expliquerait la forte colonisation iléale chez les patients atteints
de MC surexprimant la protéine CEACAMS.

Mon travail de these a eu pour objectif d’'acquérir des données fondamentales permettant
d’approfondir les connaissances sur les mécanismes d'adaptation des souches AIEC aux
conditions du tractus intestinal. Les données recueillies devraient permettre a terme de

concevoir des stratégies thérapeutiques innovantes ciblant spécifiquement la prévention du
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pouvoir pathogene des AIEC chez les patients atteints de MC. La souche AIEC LF82 présente

une forte régulation positive de I'expression des pili de type 1 dans les premiéres étapes

d’adhésion aux entérocytes par rapport & une souche non pathogene de type K-12. Par
conséquent, les pili de type 1 pourraient représenter une tres bonne cible thérapeutique. Pour
cela, difféerentes stratégies peuvent étre envisagées afin de limiter I'interaction bactérie/cellule

hote :

- l'utilisation de levures ou d'extraits de levures riches en résidus mannose en tant que
probiotiques entrant en compétion avec le récepteur CEACAMSG, surexprimeé chez les patient,
pour l'interaction avec les bactéries.

- l'utilisation d’'une souche bactérienne non pathogéne, E.Nisfle 1917, en tant que
probiotique car elle présente des effets inhibiteurs sur les capacités d’adhésion et d’invasion
des souches AIE@ vitro (Boudeau et al., 2003).

- la mise au point d’'un vaccin basé sur I'adhésine FimH. Ce type de vaccin a déja montré
son efficacité lors d’infections de la muqueuse uro-génitale Epacoli chez I'animal
(Langermann et al., 1997; Langermann et al., 2000; Poggio et al., 2006; Thaekalel
1997).

- le blocage de I'assemblage des pili de type 1, et donc de I'adhésion des bactéries a la
muqueuse intestinale, par l'utilisation des pilicides (Hedensg&bab., 2005; Svensson et al.,
2000).

Une autre cible moléculaire pourrait étre le di-GMPc pour limiter la virulence des AIEC et
contrdler les infections a AIEC chez les patients MC. Il s’agit d'une molécule exclusivement
produite par les procaryotes mais qui peut toutefois avoir des impacts sur les cellules
eucaryotes. En effet, il a été monté que le di-GMPc pouvait favoriser la réponse immunitaire
et étre utilisé a des fins immunothérapeutiques, immunoprophylactiques ou comme adjuvant

lors de vaccination afin d’inhiber les infections (Chen et al.).

En conclusion, il existe une co-évolution héte/pathogene favorisant I'émergence de la MC.
Ce travail a permis de mieux caractériser le processus infectieux mis en place par les AIEC et
notamment de montrer comment la régulation de I'expression de facteurs de virulence favorise
leur adaptation aux conditions du tractus intestinal. De plus, I'étude du génome de la souche
AIEC de référence LF82 a permis de mettre en évidence plusieurs caractéristiques spécifiques
de cette souche. Il est vraisemblable que certains facteurs spécifiques soient des facteurs de
virulence. L’étude de leur rble et de leur prévalence permettra de définir de nouvelles cibles et

outils thérapeutiques.
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