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Préambule

Le sepsis, syndrome de dysfonction d’organe secondaire au déséquilibre dans la réponse
immune aux infections, est une entité clinique ayant un impact de santé publique important
d0 a sa morbi-mortalité. D’autre part, le développement et la sélection des résistances aux
antibiotiques chez les bactéries responsables de ces infections peuvent impacter le pronostic
chez les patients septiques.

Des centaines d’études sont publiées chaque année sur les deux sujets séparément,
soutenus par l'intérét global de lutter contre I'antibiorésistance et ses conséquences sur la
santé humaine et I'environnement.

Ce travail a pour objectif principal de mieux comprendre l'interaction hote-pathogéne au cours
du sepsis ; a savoir celle entre les granulocytes humains et la bactérie modéle Escherichia
coli, dans un modéle ex vivo, aprés sa mise au point in vitro. Dans cette interaction, nous
avons évalué l'activité de contréle des pathogénes chez les granulocytes immatures et
neutrophiles, ainsi que leur capacité a induire la réponse SOS bactérienne, et les
conséquences de cette induction sur I'expression des génes de résistance aux antibiotiques.

Le présent travail de recherche a été, dés sa naissance, une idée translationnelle :

Dans sa conception, suite a l'interprétation des données immunologiques par un
cerveau bactériologique.

Dans sa mise en ceuvre, par la codirection entre un immunologiste et une
microbiologiste.

Dans son exécution, par le travail synergique d’'une doctorante scientifique et d’une
doctorante clinicienne.

Dans son écriture, puisque mon parcours est aussi varié que ma curiosité.
Et enfin transdisciplinaire dans la composition du jury examinateur.

C’est d0 a ce caractéere translationnel, que les sujets abordés peuvent paraitre éloignés
lorsque I'hypothése motivant ce travail n'est pas gardée a I'esprit. Pourtant, la structure de ce
document suit celle de 'hypothése, que nous avons choisie de séparer en trois grandes
parties (Figure 1).
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Chapitre Il. Mécanismes bactériens d’adaptation au stress :

Chapitre I. Les granulocytes immatures dans le sepsis o .
La premiére étape pour survivre

Résultats/Discussion |. Phagocytose et production des ROS

. Résultats/Discussion Il. Induction de la réponse SOS par les Gl
par les Gl et les neutrophiles / s 5

et les neutrophiles

Lors du sepsis, la libération de granulocytes immatures avec une fonction de
contréle des pathogenes diminuée, peut induire la réponse SOS bactérienne,
conduisant a I'expression des résistances aux antimicrobiens

Chapitre lll. Réponse SOS et résistance aux antibiotiques chez E. coli

Résultats/Discussion lll. Impact biologique de la réponse SOS intra-phagosomale :
Expression des résistances aux antibiotiques

Figure 1. Hypothése et structure du document
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Chapitre I. Les granulocytes immatures dans le sepsis

Malgreé la découverte et 'usage généralisé des antibiotiques pour le traitement des maladies
infectieuses, les infections bactériennes sont encore la cause de millions de décés dans le
monde. A I'heure actuelle, la diminution de la mortalité due au sepsis repose principalement
sur le diagnostic rapide, la stabilisation de I'état de choc septique et I'initiation précoce du
traitement antibiotique efficace. Les efforts déployés dans la recherche ces derniéres années
tant sur le plan clinique que sur le plan fondamental, ont eu pour objectifs d’augmenter la
vitesse et la précision du diagnostic microbiologique ; d’identifier les facteurs de risque de
sévérité et mortalité ; et d’évaluer I'efficacité des traitements complémentaires pour améliorer
la survie des patients.

L’identification de la dérégulation immune et sa meilleure compréhension ont permis
I'évolution du concept de « sepsis ». Parmi les facteurs d’aggravation - mesurée par la
nécessité de suivi dans un service de réanimation, du développement des infections
secondaires, et de mortalité a court et moyen terme — 'augmentation des granulocytes
immatures dans le sang périphérique a un réle primordial. Cependant, les détails fonctionnels
de cette association ne sont pas complétement connus.

Ce premier chapitre vous présente un résumé de la définition du sepsis et son épidémiologie
(page 21), les aspects généraux de son traitement (page 24), la dérégulation immune liée au
sepsis (page 26) et plus précisément les altérations connues chez les neutrophiles et les
granulocytes immatures (page 38), avec une courte description de leur fonction normale (page
30).

I.1. Le sepsis, définition et impact sur la santé publique

Le sepsis est un syndrome de dysfonction d’organe secondaire a la réponse dérégulée de
I'héte a une infection. Cette entité clinique est responsable d’un risque accru de mortalité,
d’environ 10 4 17 % 3.

Selon la plus récente estimation de I'impact global du sepsis, 48,9 millions de nouveaux cas
ont été diagnostiqués en 2017 dans le monde, avec 11 millions de décés associés *.
L’incidence et la mortalité du sepsis sont plus importantes dans les régions ayant un index
sociodémographique plus faible, ainsi que dans certaines populations plus fragiles :
population pédiatrique (< 5 ans) et adultes agés (> 65 ans) *°.

D’un point de vue physiopathologique, le sepsis est I'état intermédiaire entre l'infection, et le
choc septique. Une premiere étape d’invasion comprend l'entrée, I'établissement et la
croissance d’'un micro-organisme pathogéne, souvent bactérien, dans un tissu. L’infection
fait référence a I'ensemble des étapes d’invasion tissulaire, de la réponse inflammatoire de
I'héte, et des dommages locaux secondaires °7.

Bien que la résolution soit souvent contenue grace au systéme immunitaire, l'infection se
complique dans 39 % des cas par une réponse immunitaire dérégulée, avec des stades
d’'immunosuppression et d’hyperinflammation ®°. Cette étape est connue actuellement comme
le Sepsis *'°. Dans le monde, les infections pulmonaires, abdominales, urinaires et les
bactériémies représentent 80 % des causes de sepsis '"'2. En France, les points d’appel
infectieux les plus fréquemment responsables d’'un sepsis sont les voies urinaires (29 %),
respiratoires (28 %), et digestives (17 %) 8.
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Un état septique soutenu peut induire une vasodilatation et des perturbations
microcirculatoires, appelé choc septique. Un age supérieur a 50 ans, le sexe masculin, les
antécédents de cancer, d'immunodéficience et de défaillance chronique d’organe sont des
facteurs de risque de développer un choc septique #'"'2. Enfin, un choc septique non résolu
peut, par un mécanisme pas encore totalement élucidé, entrainer des Iésions cellulaires et
une défaillance multiorganes, conduisant au décés '*'®. La défaillance d’organes secondaire
au sepsis concerne les fonctions rénales (51 %), hépatiques (30 %), hématologiques (20 %),
neurologiques (24 %), et cardiovasculaires (20 %) ™.

Le diagnostic du sepsis a substantiellement évolué lors des trente derniéres années.
Précédemment le sepsis était défini comme un syndrome de réponse inflammatoire
systémique (SRIS) & linfection ™. Dans ce cadre, I'apparition d’une dysfonction d’organe
changeait la classification en « sepsis sévere ». En 2016, I'actualisation de la définition a été
accompagnée par linclusion du score SOFA (de l'anglais Sequential Organ Failure
Assessment ou évaluation séquentielle de la défaillance d’organes) (Tableau 1), et sa version
simplifiée « quick SOFA » (QSOFA) (Tableau 2) (Figure 2). Cette nouvelle définition est le
résultat d’'une meilleure compréhension des altérations immunitaires et non immunitaires qui
impactent le pronostic vital des patients septiques. L’objectif principal de cette actualisation
est de faciliter I'identification précoce des patients les plus a risque pour initier des
interventions spécifiques plus rapidement 3.
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Tableau 1. Score de SOFA

Adapté de 3.
Score
Systéme 0 1 2 3 4
Respiratoire Besoin d’assistance respiratoire
PaO2/Fi02 >400 <400 <300 <200 <100
Coagulation
Plaquetes
> < < < <
(x10%/uL) 150 150 100 50 20
Hépatique
?r:'r‘;:ll”e <1.2 1.2-1.9 20-59  6.0-11.9 >12.0
9 <20 20-32 33-101 102 - 204 >204
pumol/L)
Cardiovasculaire Besoin de support vasosgﬂ\r/:)(ug/kg/mm, pendant >1
Dopamine Dopamine 5.1 -15  Dopamine >15
PAM <5 . A . A
PAM . épinephrine <0.1 épinephrine >0.1
>70 dobutamine . . L .
<70mmHg norépinephrine norépinephrine
mmHg (toute
<0.1 >0.1
dose)
Neurologique
GCS 15 13-14 10-12 6-9 <6
Rénale
?r;ej‘;'["”e <1.2 1.2-1.9 20-34  35-49 >5.0
9 <110 110-170 171 - 299 300 - 440 >440
pumol/L)
Diurése
(mL/jour) <500 <200

PaO : Pression partiel d’'oxygéne, FiO2 : Fraction inspiré d’'oxygéne, PAM : Pression artérielle
moyenne, GCS : (Glasgow coma score, échelle de Glasgow)

Tableau 2. Score de qSOFA

Adapté de 3.
Critere Score
Fréquence respiratoire >22 respirations/min 1
Altération de la conscience (GCS <14) 1
Hypotension artérielle (PAS<100 mmHg) 1

GCS : (Glasgow coma score, échelle de Glasgow), PAS : Pression artérielle systolique.
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Patient avec une infection suspectée

l Non Suspicion de Non Suivi de I'évolution clinique,
qSOFA >2 ——— > septicémie ——— > Réévaluer critéres de sepsis
maintenue en conséquence
l Oui Qui

Evaluer les signes de
défaillance des organes

l Non Suivi de I'évolution clinique,
SOFA >2 ——» Réévaluer critéres de sepsis
en consequence
l Oui
Sepsis <«

l

Malgré remplissage vasculaire adéquat :

Non
1. Besoin de support vasopresseur pour

maintenir une PAM >65mmHg, et
2. Niveau de lactate >2mmol/L

Qui

Choc septique

Figure 2. Définition opérationnelle des patients avec un sepsis et un état de choc septique
Adapté de 3.

l.2. Prise en charge et traitement du sepsis

Le sepsis est une urgence médicale. Une prise en charge précoce est déterminante pour
limiter la défaillance d’organes et diminuer le risque de mortalité '°.

La prise en charge efficace commence par l'identification précoce de I'état septique en suivant
les critéres de diagnostic décrits dans l'algorithme de la Figure 2. L’application du score de
SOFA sert dans ces cas non seulement a calculer le risque de mortalité du patient, mais aussi
a constater la présence d’une défaillance organique et la prendre en charge immédiatement.

L’identification précoce d’'un état de choc et une prise en charge optimale par le remplissage
vasculaire avec un support vasopresseur si nécessaire, permettent d’assurer la perfusion et
diminuer la lésion tissulaire'. Enfin, le point clé pour contrdler I'infection en cause est
l'instauration d’un traitement antibiotique efficace.

Toutes ces interventions ont été résumées dans le « Sepsis Bundle», un ensemble
d’interventions cliniques a des fins diagnostiques et thérapeutiques qui visent a diminuer la
mortalité chez les patients septiques (Figure 3). Le Sepsis bundle fait partie des
recommandations internationales développées a partir de 2002 dans une campagne appelée
« Surviving sepsis », poursuivant un consensus sur la définition du sepsis et des directives
pour son diagnostic et traitement '7.
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Debuter le bundle de
Iidentification du
sepsis/choc septique

L |
Mesurer le niveau de
lactate

Faire un suivi sile niveau
/| initial est > 2mmol/L

Obtenir des hemocultures
avant d'administrer des
antibiotiques

Administrer des antibiotiques Administrer des
alarge spectre vasopresseurs en cas
d’hypotension persistante
pour maintenir une
PAM =865 mmHg

Débuter le remplissage
vasculaire avec 30 ml/kg
de cristalloides en cas
d’hypotension ou
lactate > 4 mmol/L

Figure 3. Résumé iconographique du sepsis bundle
Adapté de SurvivingSepsis.org et 8

9 Administrer immédiatement,

« Dans I'heure sile sepsis est
confirmé et I'état de choc est
présent

« Dans les 3 h si la suspicion
d’une infection persiste

Considérer les interventions
suivantes dans les cas spécifiques :

« Usage de norépinéphrine (NE)
comme vasopresseur de
premiére ligne

« Sile patient est en choc
séptique, monitoriser a l'aide
d’une ligne artérielle

« Sila PAM persiste <65 mmHg
malgré I'administration de NE,
considérer 'ajout de
vasopressine

« En cas de dysfonction cardiaque
persistante, envisager d’ajouter
dobutamine ou changer NE pour
épinéphrine

Selon les derniéres actualisations, les interventions du sepsis bundle doivent étre effectuées
dans la premiére heure apreés le diagnostic du sepsis '®'°. La décision sur ce délai est basée
sur des études démontrant que le délai d’initiation des antibiotiques est inversement
proportionnel a la survie chez les patients septiques. Cette association a été magnifiquement
illustrée dans I'étude de Kumar et al (Figure 4), qui a démontré qu’a partir de six heures aprés
linitiation du choc septique, chaque heure de retard dans linstauration d’'un traitement
antibiotique efficace, était associée a une diminution moyenne de la survie de 7,6 % %°.

100

80

60

40

20

Pourcentage des patients (%)

05 1

Temps aprés le début de ’hypotension (heures)

Figure 4. Initiation du traitement antibiotique efficace et survie

Adapté de 2.
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1.2.1. Le sepsis bundle et la sélection des résistances aux antibiotiques

Méme si le Sepsis bundle réunit des recommandations pertinentes, la limitation de la fenétre
d’intervention & 1 heure a été fortement critiquée 2'??. En effet, cette remise en question a été
premierement justifiée en raison de résultats non concluants de I'impact de l'initiation précoce
du traitement antibiotique sur le risque de mortalité 2.

Deuxiémement, un diagnostic plus rapide n’est pas forcément plus précis. En tant que
recommandation internationale, le sepsis bundle a été imposé comme une norme dans les
services d’urgence. Les critéres diagnostiques proposés par le consensus international pour
la définition de sepsis et choc septique « Sepsis-3 » 3, sont moins performants pour
lidentification du sepsis que ceux utilisés précédemment 2. Néanmoins, ces derniers avaient
une faible spécificité : 43 % des patients traités pour une suspicion de sepsis n’avaient pas
d’infection ?°. La charge de travail croissante dans les services d’urgence s’ajoute a la
tendance vers le surdiagnostic et a la pression d’initiation d’un traitement antibiotique a large
spectre en moins d’'une heure. L’application du sepsis bundle dans la réalité facilite un usage
non approprié des antibiotiques, un facteur déterminant dans la sélection de bactéries
résistantes.

La résistance aux antibiotiques est un probléme de santé publique a cause du risque d’échec
thérapeutique, conduisant a une augmentation de la mortalité (OR 1,19; 95 % ClI, 1,03-1,37,
p=0.02)*. En 2019, 4,95 milions des décés dans le monde ont été associés a
I'antibiorésistance, parmilesquels 1,27 million ont été attribués directement a cette cause. Les
organismes les plus fréquemment responsables des décés associés ou attribués a
I'antibiorésistance incluent en ordre décroissant : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii et
Pseudomonas aeruginosa ?’.

Le risque accru de mortalité justifie, dans la prise en charge précoce du sepsis, I'utilisation
empirique d’antibiotiques a large spectre ciblant les espéces bactériennes les plus
frequemment résistantes aux antibiotiques. Toutefois, le ciblage des bactéries résistantes
(dans 67 % des cas) est plus fréquent que la prévalence d’infections par ces organismes
(26 %)*. Le choix de l'antibiothérapie est complexe : la mortalité est augmentée par un
traitement tardif, mais aussi par un traitement précoce non adapté.

C’est précisément la complexité de ce choix, et la persistance d’'une mortalité importante en
dépit des campagnes extensives d’éducation sur la prise en charge du patient septique, qui
motive la recherche continue d’autres facteurs — tels que la réponse immune — et qui
influencent I'évolution clinique de ces patients.

I.3. La dérégulation immune innée dans le sepsis

L’idée de dysfonction immune pendant le sepsis et les travaux pour améliorer la connaissance
de cette dysfonction ont évolué depuis les années 1980 grace aux études qui évaluent
différentes techniques d’immunothérapie pour améliorer la survie °.

La dérégulation immune pendant le sepsis comporte a la fois des phénoménes de réponse
inflammatoire exagérée et d’'immunosuppression. Deux paradigmes sont proposés pour
comprendre la coexistence de ces états :
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e La survenue séquentielle d’'une phase pro-inflammatoire initiale, suivie par une étape
anti-inflammatoire compensatoire qui peut devenir immunosuppressive °2¢ ;

e L’émergence en parallele d’états pro-inflammatoires et immunosuppresseurs. La
prédominance d’un phénotype clinique pro-inflammatoire ou immunosuppresseur
dépend des facteurs de I'héte (génétique, age, environnement et facteurs de risque,
comorbidités) et de l'agent pathogéne (type de pathogéne, virulence, charge
bactérienne) °

Bien que cette dérégulation affecte 'immunité innée et adaptative, nous nous focaliserons
uniquement, dans la suite du manuscrit, sur les caracteéristiques de la dérégulation immune
innée et plus spécifiquement les altérations subies par les granulocytes.

1.3.1. L’état pro-inflammatoire

L’état pro-inflammatoire est essentiel pour lutter contre I'infection, mais peut devenir critique
s’il n’est pas régulé. La réponse immune exagérée de I'hdte participe a la Iésion tissulaire qui
contribue au choc septique et a la dysfonction d’organes (Figure 5).

Systeme Nerveux Central
Altération de I'état de

\g‘V—:;) conscience

Systeme Cardiovasculaire
Cardiomyopathie septique
Hypotension / Choc distributif
Médiateurs pro-inflammatoires
(TNF, IL1, IL12, IL18, INF, NO,
ROS, C3a, C5a) Systéme Respiratoire
Syndrome de dysfonction
respiratoire aigue

Systéme Hépatique
Ictére cholestatique
1 Bilirubines

Hypoxémie 1 Enzymes
hepatiques
4 - « ] «  Bacterie | 1 Systéme Rénal
! ' = - Oligurie
- ‘ A
) 1 Créatinine
- c ®) V Z
— N \ - 1 Urée
\ ) 2 o <
Tissu Macrophage 4 ’
s
vo/ S S
Srpds ‘ /’
Sang Neutrophlle =

1 Coagulation t Perméabilité e __’/

mitochondriale

Activation de I'endothélium vasculaire

Figure 5. Liens entre I'état pro-inflammatoire et la défaillance organique dans le sepsis
Adapté de 6°

Les médiateurs pro-inflammatoires (cytokines) destinés a attirer les leucocytes
(macrophages, monocytes et neutrophiles) vers le tissu infecté', ont des récepteurs’ au-dela
des cellules immunitaires. L’augmentation de ces cytokines a pourtant des effets sur le
métabolisme cellulaire @ un niveau systémique entrainant linhibition de la respiration
mitochondriale. L’activation de I'endothélium, initialement pour faciliter I'extravasation des

"TNFo, IL1a, IL1B, Facteur tisulaire (TF), INFy, NO et les ROS
I Phosphoinositide 3-kinase (PI13K), mechanistic target of rapamycin (mTOR), et AMP-activated protein
kinase (AMPK)
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cellules immunitaires vers le site d’infection, dérive en un état pro-coagulant™ et de perte de
la fonction de barriére" 2,

De plus, la libération des protéines lytiques, de NO, TNFa, INFy, entre autres par les
leucocytes activés, cause une perte de I'intégrité des endothéliums. Cette perte de la barriere
tissulaire facilite la migration bactérienne systémique et la congestion tissulaire locale.

La perte d’intégralité et I'activation des endothéliums altérent la perfusion tissulaire %, tandis
que l'effet inhibiteur sur la respiration mitochondriale augmente les demandes d’oxygéene
tissulaire ***'. Ces deux événements conjoints participent au déséquilibre entre les besoins
métaboliques et les apports du tissu, ce qui conduit a une défaillance organique, méme en
absence de lyse cellulaire 23", Finalement, la défaillance d’organes maintient et augmente
I'état de choc, incrémentant le risque de mortalité chez ces patients *'2.

1.3.2. L’état immunosuppresseur

L'immunosuppression liée au sepsis est un processus complexe secondaire a de multiples
facteurs tel que I'apoptose, la régulation cellulaire épigénétique ou transcriptionnelle et la
reprogrammation métabolique des cellules de 'immunité innée et adaptative, et la régulation
négative du systéme neurovégétatif. Tous ces facteurs entrainent une diminution des
fonctions immunitaires, associées a une augmentation du risque des infections secondaires
et de mortalité *'2. Les mécanismes conduisant a 'immunosuppression dans le sepsis sont
multiples et peuvent se regrouper en :

o Apoptose : Augmentée dans les lymphocytes T et B et les cellules dendritiques, par
une voie intrinséque (déclenchée par la mitochondrie), et extrinséque (par 'activation
des récepteurs « de mort cellulaire »'). Des résultats de modéles animaux du sepsis
montrent une diminution de l'autophagie comme mécanisme de mort cellulaire,
favorisant I'apoptose. Les cellules apoptotiques ont, a leur tour, une activité
immunosuppressive .

e Tolérance aux endotoxines : L’exposition répétée des cellules myéloides au LPS
(lipopolysaccharide) bactérien entraine un état de tolérance par un mécanisme de
reprogrammation de la réponse immune“, ou la stimulation des récepteurs de
reconnaissance des motifs associés aux pathogénes ou aux dommages (Pattern
Recognition Receptors, PRR), induit une production réduite des cytokines. Le

i Par la génération de thrombine médié par le TF et la diminution des fonctions anticoagulants
(production diminuée d’antithrombine, de la voie inhibitrice du TF et de la protéine C active)

vV La fixation de la thrombine sur les récepteurs PAR1 endothéliaux contribue a I'altération du
cytosquelette et la contraction cellulaire, la déstabilisation des contacts entre cellules et 'augmentation
de la perméabilité vasculaire. La libération de NO par I'activation de la synthése d’oxyde nitrique
inductible (iNOS) chez les neutrophiles et monocytes contribue également a I'augmentation de la
perméabilité vasculaire par un phénoméne de vasodilatation.

v Par la voie PDL1-PD1 qui affecte principalement les lymphocytes, mais aussi par le Fas ligand, le
TNF et les glucocorticoides)

vi Caractérisée par la diminution de I'expression des génes codants pour des cytokines et chimioquines
pro-inflammatoires comme le TNF et IL-12, ou pour des seconds messagers intracellulaires telles que
des protéines de phosphorylation et des facteurs de transcription comme le NFxB

Ana Catalina Hernandez Padilla | Thése de doctorat | Université de Limoges | 28
Licence CC BY-NC-ND 3.0



développement d’'un phénotype « tolérant » peut étre expliqué par un mécanisme de
régulation épigénétique (par la modification des histones) 3¢,

e Expression des cytokines anti-inflammatoires : Une augmentation de I'expression des
cytokines anti-inflammatoires telles que les cytokines IL10, facteur de croissance
transformant B (ou TGFB), IFNa, IL4, IL6 et IL13 7.

e Reprogrammation métabolique : La prolifération rapide des lymphocytes et monocytes
est associée a une reprogrammation métabolique de I'utilisation de glucose vers des
voies de glycolyse cytosoliques, plus accessibles mais moins performantes que la
phosphorylation oxydative pour la production d’ATP, méme en conditions de normoxie.
Ces altérations ont été associés a une activité dysfonctionnelle de mTOR qui conduit
a une diminution de I'expression des cytokines 3

e Régulation du systeme nerveux central : le systéme nerveux central a un effet
régulateur négatif sur la réponse immune par innervation adrénergique ou
cholinergique directement sur les organes lymphoides, ou par voie systémique a
travers de [l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, par la sécrétion des
glucocorticoides 4142,

De multiples études ont montré une association clinique entre I'immunosuppression —
mesurée par des indicateurs comme la diminution de I'expression du récepteur HLA-DR par
les monocytes, l'augmentation de [I'expression de PDL1 par des sous-populations
granulocytaires et [lapparition des sous-types cellulaires avec des fonctions
immunosuppressives (myeloid-derived suppressor cells, MDSC, ou les granulocytes
immatures Gl), la diminution du nombre de lymphocytes et de cellules dendritiques — et les
critéres de pronostic aggravé comme I'admission en réanimation, le développement d’'une
infection nosocomiale secondaire, ou encore le décés °'2,

Parmi les altérations de 'immunité innée (Figure 6), pour I'intérét de ce travail, nous allons
détailler les altérations démontrées chez les neutrophiles et ses formes immatures libérées
dans le sang périphérique chez les sujets plus a risque d’une infection sévére (page 38). Pour
faciliter la compréhension de ces altérations, une courte description des neutrophiles, de leur
différenciation et de leurs fonctions de contréle des pathogénes est développée ci-apres.
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Figure 6. Altérations de la réponse immune innée
Adapté de °

I.4. Les neutrophiles dans la réponse inflammatoire normale

Les neutrophiles sont un type de leucocyte polynucléaire ou granulocyte’. Ce sont les
composants les plus nombreux de la réponse immune innée. Avec les macrophages, les
neutrophiles représentent la premiére ligne de défense contre de multiples micro-organismes.

Leur fonction principale est la phagocytose et I'activation des mécanismes bactéricides au site
d’infection 57.

Compte tenu de leur courte demi-vie (de seulement 24-48 heures) dans la circulation
périphérique, leur nombre est maintenu grace a une production constante a partir de la
différenciation des précurseurs myélopoigtiques*®. La myélopoiése (production des
monocytes et granulocytes) occupe deux tiers de l'activité de la moélle osseuse (Figure 7).

Les granulocytes sont produits en continu a I'état basal chez un adulte sain & un taux de 1 a
2x10"" cellules par jour *4.

Vi Noms descriptifs données par la forme du noyau et la présence des granules dans leur cytoplasme,
respectivement. Les autres types de granulocytes sont les éosinophiles et les basophiles.
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Figure 7. Le systéme hématopoiétique

Adapté de 4344, Cellules dérivées de la lignée hématopoiétique. En vert, les cytokines inductrices de la
différenciation vers les promyélocytes et neutrophiles. Le terme « Granulocyte Immature » couvre les
cellules avec un noyau « en bande » qui peuvent se trouver dans la circulation périphérique et qui ont
un niveau intermédiaire de différenciation entre le promyélocyte et les
neutrophile/éosinophile/basophile. IL : interleukine, GM-CSF : facteur stimulant de la formation de
colonies granulocyte-macrophage (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), G-CSF :
facteur stimulant de la formation de colonies granulocytaires (Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor), FLT3 : Ligand de type FMS tyrosine kinase (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand).

Le systéme hématopoiétique est capable d’adapter son taux de division et de différenciation
en réponse aux besoins externes et en fonction du type cellulaire requis (hémorragies,
infections, etc.)*®. La production et la libération des granulocytes & I'état basal et pendant
linfection sont provoquées par le facteur stimulant de la formation de colonies
granulocytaires (G-CSF)*344,

Une fois que les granulocytes immatures atteignent le phénotype mature de neutrophile'™, ils
sont libérés dans le sang périphérique ou ils circulent a I état inactif ou dormant****. Lors
d’'une infection, ils sont capables de suivre un gradient de stimuli chimiotactiques
(chimiotaxie)*, d'interagir et adhérer sur les cellules endothéliales, pour finalement migrer
vers le tissu ou ils seront activés pour combattre les microorganismes*.

Vil Au cours de leur maturation, les granulocytes expriment i) des récepteurs de membrane qui facilitent
leur sortie de la moélle osseuse (G-CSFR, CXCR2), ii) des récepteurs qui interviennent dans la
reconnaissance des pathogénes (TLR4, CD16), mais aussi diminuent I'expression des récepteurs qui
les séquestrent dans la moélle osseuse (CXCR4). La maturation est également caractérisée par
I'apparition séquentielle des différents types des granules cytoplasmiques. Dans I'ordre d’apparition :
les granules azurophiles (contenant la plupart des enzymes lytiques et la myelopéroxydase), les
granules spécifiques, de gélatinase et de sécrétion.
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Les neutrophiles exercent leur fonction bactéricide principalement par la phagocytose, la
production des espéces réactives de I'oxygéne (Reactive Oxygen Species, ROS), et la
formation des piéges extracellulaires (Neutrophil Extracellular Traps, NETSs).

1.4.1. Phagocytose

La phagocytose est le processus cellulaire d’internalisation d’'une particule en réponse a
I'activation d’un récepteur “6. Quand le granulocyte reconnait une particule pour étre ingérée,
la restructuration des filaments d’actine du cytosquelette permet linvagination de la
membrane plasmique, I'extension et la fusion des pseudopodes autour d’elle, finissant par la
formation d’un phagosome précoce dans le corps cellulaire %447,

La phagocytose est un événement trés rapide qui peut prendre seulement 45 secondes *’.
Cependant, elle peut étre séparée en sept étapes “° (Figure 8) :
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Figure 8. Etapes de la phagocytose

Adapté de 84648 Schéma du processus de phagocytose par un granulocyte. De la gauche vers la
droite : les phagocytes identifient les pathogénes par la reconnaissance des ligands de surface ou des
molécules de la réponse immune humorale (C3a du complément ou des anticorps). L’attachement au
pathogéne facilite sa capture et sert également d’événement déclencheur des voies de signalisation
intracellulaires qui agissent a différents niveaux sur I'activation granulocytaire : 1) par 'augmentation
du calcium dans le cytoplasme, soit par sa captation du milieu extracellulaire ou sa libération des dépéts
intracellulaires. Le calcium est nécessaire pour la correcte activation des voies de signalisation
intracellulaires, mais aussi pour aider la dépolarisation de I'actine et I'activation du complexe NADPH-
oxydase; 2) par linteraction directe avec les filaments d'actine, qui permet la formation des
pseudopodes, I'endocytose, la mobilisation et la fusion des vésicules vers le phagosome mature ; 3)
par l'induction de 'assemblage du complexe NADPH-oxydase sur la membrane du phagosome et son
activation et; 4) par l'activation des facteurs de transcription qui augmentent I'expression des
médiateurs pro-inflammatoires et des lysozymes.
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e Reconnaissance : Les neutrophiles, comme les macrophages, reconnaissent les
pathogénes par leurs récepteurs de surface, capables de distinguer les molécules de
surface des pathogénes de celles de I'héte. Ces récepteurs comprennent; les
récepteurs de reconnaissance des motifs associés aux pathogénes ou aux dommages
(Pattern Recognition Receptors, PRR)*: ou les récepteurs du complément et des
immunoglobulines, capables de reconnaitre des organismes opsonisés par le C3a ou
la portion Fc des anticorps, respectivement.

e Attachement : cette étape fait référence a la stabilisation de linteraction entre les
récepteurs de la membrane cellulaire et leurs ligands sur le pathogéne. Cette
stabilisation permet de tenir fermement la particule a la surface du granulocyte.

e Signalisation : les récepteurs cellulaires du granulocyte attachés a la particule
infectante activent leurs cascades de signalisation.

o Formation de la « coupe » de phagocytose : les premiéres cascades de signalisation
activent la formation d’'une coupe de phagocytose autour de la particule pour la
capturer. L’interaction d’'une surface membranaire plus importante avec le pathogéne
facilite aussi l'activation de plus de récepteurs granulocytaires, augmentant ainsi
I'activation cellulaire.

o Extension des pseudopodes : une deuxieéme vague de signaux intracellulaires stimule
le remodelage du cytosquelette d’actine pour former des pseudopodes. Ces
pseudopodes permettent d’agrandir la coupe de phagocytose.

e Fusion des pseudopodes : les pseudopodes formés entrent en contact a 'opposé de
la coupe de phagocytose et fusionnent. La particule contenue est alors attrapée dans
le granulocyte.

e Formation du phagosome : Apres la fusion des pseudopodes, les membranes les plus
externes forment la membrane cellulaire, pendant que leurs membranes internes
forment la membrane phagocytaire.

1.4.1.1. Maturation du phagosome

Le phagosome en soi est capable de contenir les pathogénes et de prévenir leur prolifération
d’une facon indépendante de la production des ROS “°. Cependant, I'activité bactéricide
dépend de la maturation du phagosome, processus qui débute par le changement de la
composition lipidique et protéique de la membrane phagocytaire ; 'assemblage des sous-
unités du complexe NADPH-oxydase sur la membrane ; et la fusion des granules contenant
des enzymes oxydantes et lytiques pour former les phagolysosomes “647*°_ Apreés la digestion
des éléments internalisés, dans certains phagocytes, les composants de la membrane
phagolysosomale peuvent étre recyclés vers la membrane cellulaire.

Dans le phagolysosome, les phagocytes utilisent de nombreux mécanismes pour détruire les
pathogénes : acidification du phagosome, production des ROS, et production des enzymes

* Parmi les PRR, les plus populaires sont les récepteurs Toll (Toll Like Receptors, TLR). Le TLR-4, en
association avec le CD14 reconnait le lipopolysaccharide bactérien (LPS), composant de la paroi des
bactéries a Gram négatif, mais est aussi impliqué dans la reconnaisance du virus respiratoire syncitial.
Le TLR-2 identifie les protéoglycanes des bactéries a Gram positif.
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lytiques**®!. Une augmentation du pH (8.5-9) est initialement nécessaire pour activer les

protéases granulaires et est possible grace a la transformation de 'O, produit par la NADPH-
oxydase, en H>O- (peroxyde d’hydrogéne). La diminution progressive de la production des
ROS et la fusion des granules portant des canaux Na+/H+, permettent I'acidification
secondaire du phagolysosome (Figure 9)*°.
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Figure 9. Maturation du phagosome

Adapté de 45%1. Le phagosome contenant les bactéries internalisées avec le complexe NADPH oxydase
atteint sa maturation grace a la fusion des granules azurophiles et spécifiques (en vert, contenant des
enzymes lysosomales, myélopéroxydase, élastase et lactoferrine), granules de gélatinase (en jaune,
contenant des protéases) et des vésicules de sécrétion (en blanc, portant des protéines de membrane)

L’importance relative de chaque étape (acidification, ROS, enzymes lytiques) varie selon le
pathogéne et la cellule phagocytaire. A la différence des phagosomes macrophagiques, qui
sont beaucoup plus acides, les phagosomes granulocytaires maintiennent un pH alcalin (7.5-
8.5) lorsque la NADPH-oxydase est active, et sont hautement spécialisés dans la production
des ROS*,

1.4.1.1.1. Production des espéces réactives de I’oxygéne

Une des particularités des neutrophiles est leur production importante de ROS. En général,
les ROS sont des métabolites secondaires des différentes réactions de la chaine respiratoire
des organismes aérobies. Cependant, les cellules phagocytaires expriment un complexe
enzymatique, la NADPH-oxydase, qui a pour objectif de produire rapidement une grande
quantité de ROS, principalement dans le phagosome. Pour fournir une telle quantité de ROS,
les neutrophiles augmentent subitement leur consommation d’oxygéne, ce qui cause une
activation métabolique cent fois supérieure a leur activité basale, en moins d’'une minute. C’est
pour cette raison que cette étape est nommée «oxydative burst» (ou «explosion
oxydative »)°"3,
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1.4.1.1.1.1. La NADPH-oxydase

La NADPH-oxydase est un complexe enzymatique qui utilise une chaine de transport
d’électrons pour réduire 'oxygéne moléculaire en anion superoxyde (O2). Ce complexe est
composé de sous-unités catalytiques membranaires et régulatrices cytoplasmiques. Deux
sous-unités membranaires (gp91°"™ ou NOX2, et p22°") forment le cytochrome
hétérodimérique de type b, cytb558. Lorsque le neutrophile est active, les sous-unités
cytoplasmiques (p47, p40 et p67°") sont phosphorylées et se déplacent vers la membrane
pour s’associer au cytb558, en compagnie d'une rac GTPase. Ce changement
conformationnel active la NADPH-oxydase, capable de capter le NADPH comme donneur
d’électrons et de les transporter a travers la membrane vers I'oxygéne moléculaire non
cytoplasmique dans un événement dépendant de FAD et de I'unité gp91°" (Figure 10)>"°3%4,
Compte tenu de ce flux unidirectionnel d’électrons vers I'espace extracellulaire ou l'intérieur
des phagosomes, l'activation des canaux des protons voltage-dépendants est nécessaire
pour éviter la dépolarisation de la membrane et le blocage de son activité *’
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Figure 10. Assemblage du complexe NADPH-oxydase actif
Adapté de 475355

1.4.1.1.1.2. Régulation de I'activation du « burst oxydatif »

Le burst oxydatif est un événement déclenché, potentialisé et contrélé en réponse a I'infection.
En effet, il est déclenché par les voies de signalisation responsables de la polymérisation du
complexe NADPH-oxydase, qui sont activées par reconnaissance directe de I'agent
pathogéne (via les récepteurs TLR) ou des molécules opsonisantes (anticorps ou cascade du
complément). Secondairement, cette explosion est potentialisée par la réponse
inflammatoire puisque l'activité du complexe peut étre augmentée par un phénomeéne de
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« priming » ou activation en réponse aux cytokines pro-inflammatoires. Finalement, I'activité
de ce complexe enzymatique est contrélée, étant donné que la NADPH-oxydase est inactive
a l'état basal grace a la séparation de ses sous-unités cytoplasmiques et membranaires.
L’enzyme est activée par 'assemblage des sous-unités en réponse aux stimuli activant les
voies de signalisation décrites précédemment (Figure 10). La NADPH-oxydase peut étre
assemblée sur la membrane phagocytaire pour produire des ROS a l'intérieur du phagosome,
ou sur la membrane plasmique, ce qui permet le relargage des ROS vers le milieu
extracellulaire*’**%. ’assemblage différentiel de la NADPH-oxydase sur la membrane
phagocytaire ou extracellulaire semble sélectif en fonction de la taille, de la forme et de
l'orientation de l'agent pathogene rencontré, de la possibilité des neutrophiles de le
phagocyter®®, et des voies de signalisation activées®**.

Certes, les ROS ont un réle antimicrobien direct en tant qu’agents oxydants, mais leur
production dans le phagosome précoce fournit également les conditions ioniques et le pH
optimal pour activer les sérines protéases responsables de la digestion des pathogénes.
Lorsque les ROS sont produits en plus petite quantité, ils agissent comme molécules de
signalisation intracellulaire et jouent un role dans la formation des NET, et la régulation de
linflammation®'°3%8,

1.4.1.1.1.3. Les espéces réactives de I’'oxygéne

L’O2 " est un ROS instable, sa courte demi-vie et son caractére hydrophile le rendent peu
efficace comme agent antimicrobien. L’action d’autres enzymes comme la superoxyde
dismutase (SOD) ou la myélopéroxydase (MPO), permet leur transformation vers des ROS
plus stables et non chargés, avec une activité antimicrobienne plus importante (Figure 11)
4754 Bien que I'activation du complexe et la demi-vie des ROS soient relativement rapides, la
NADPH-oxydase peut rester active pendant plus de 30 minutes, ce qui assure la disponibilité
des ROS pour la dégradation des pathogénes °'.
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Figure 11. Cascade de production des ROS dans le phagosome

Adapté de 475254, | ’anion superoxyde (O2*) est produit par le complexe NADPH-oxydase a partir de la
réduction de I'oxygéne moléculaire (O2) en utilisant un électron donné par le NADPH. Le superoxyde
est rapidement transformé en peroxyde d’hydrogene (H20z2) par les Superoxyde Dysmutases (SOD) 1
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et 2 ou en radical hydroxyl (*HO) par une réaction de Haber-Weiss catalysé par le fer (Fe?*) (Réaction
de Fenton). Le pouvoir oxydant du peroxyde d’hydrogene vient aussi de sa transformation en radical
hydroxyl (*HO) par une réaction de Fenton. La myéloperoxydase (MPQO), enzyme importante des
granules azurophiles transforme le peroxyde d’hydrogene en acide hypochlorique. La production
d’anion superoxyde peut aussi dériver en la formation des espéces réactives du nitrogéne a partir de
son interaction avec I'oxyde nitrique, produit par la synthase d’oxyde nitrique inductible (iNOS), activé
par la reconnaissance de I'lFNy ou des molécules associées aux pathogénes (Pathogen Associated
Molecular Patterns, PAMPs) comme le LPS.

Méme si le réle des ROS comme agents bactéricides isolés des autres fonctions
granulocytaires est un sujet de débat °°°', il est indéniable que leur production est nécessaire
pour parvenir a éliminer les pathogénes, compte tenu du phénotype clinique des patients
atteints d’une « Granulomatose Chronique Familiale » (Chronic granulomatose disease,
CGD).

En effet, cette CGD est une immunodéficience primaire qui touche un cas sur
250 000 nouveau-nés en Europe et est causée par l'altération fonctionnelle du complexe
NADPH-oxydase, secondaire a la mutation d’'une des 5 sous-unités du complexe **2. Les
granulocytes conservent leur capacité de phagocytose, mais ils ne sont pas en mesure
d’éradiquer les microorganismes intracellulaires. L'h6te essaie de lutter contre I'infection en
mobilisant davantage de macrophages déficients et de lymphocytes, ce qui entraine une
accumulation de cellules autour des microbes, dénommée granulome °. Les patients font
fréquemment des infections fongiques invasives ou a bactéries productrices de catalase qui
affectent les poumons, la peau, les ganglions lymphatiques et le foie. La prise en charge
conventionnelle inclue l'utilisation chronique des antibiotiques et antifongiques en prophylaxie,
mais le seul traitement curatif est la transplantation allogénique de cellules souches
hématopoiétiques 2.

1.4.2. Formation des piéges extracellulaires (NETose)

Les « pieges extracellulaires des neutrophiles » (Neutrophil extracellular Traps, NETs) sont
un dernier mécanisme de contréle des pathogénes. lls consistent en la libération active d’'un
mélange de la chromatine cellulaire et des enzymes contenues dans les granules des
polynucléaires (¢élastase, MPO, lactoferrine, gélatinase B) *°.

Leur fonction principale consiste a piéger et limiter la propagation de [linfection,
essentiellement par des liaisons ioniques®. Cependant leur activité antibactérienne est
débattue 4°°

La formation des NETs est provoquée par des médiateurs pro-inflammatoires comme I'lL-8,
le TNFa et le LPS. La NADPH-oxydase et la MPO interviennent dans la régulation

* Deux tiers des cas de CGD sont secondaires a la mutation de cybb, géne codant la sous-unité
membranaire gp91°P"°*, localisé dans le chromosome X. Dans 20% des cas restants, la mutation est
localisée dans le géne ncf1 (p47°"%), et 5% ncf4 (p40P"°%), avec une transmission autosomique
récessive.

X Les protéines de surface bactériennes étant chargées positivement et I’ADN relargué étant chargé
négativement
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intracellulaire, a travers la production de H20. et de HOCI. D’ailleurs, les patients atteints de
CGD ne peuvent pas activer la formation des NETs #44°,

La définition de NETose est associée a une voie de mort cellulaire alternative a I'apoptose et
la nécrose *°. Curieusement, les neutrophiles ayant effectué une NETose peuvent parfois
continuer & phagocyter méme sous forme de cellule « anucléée » *°.

I.5. Neutrophiles, Granulocytes Immatures et sévérité clinique chez les patients
septiques

La déregulation immune liée au sepsis s’exprime chez les neutrophiles par une augmentation
en nombre avec une activation exagérée pendant la phase pro-inflammatoire, provoquant des
Iésions tissulaires secondaires. Elle entraine également une diminution de leur efficacité
antimicrobienne et une activité immunosuppressive sur d’autres cellules de I'immunité innée
et adaptative.

Parmi les altérations hyperinflammatoires retrouvées chez les neutrophiles, leur accumulation
sur les « lits » vasculaires facilite leur activation avant la migration endothéliale. Cela conduit
a la libération prématurée des ROS, des enzymes lytiques granulaires et a la NETose *4°.
Cette activation délocalisée du site de I'infection entraine une perte de la barriére endothéliale,
contribue a la Iésion des organes et & 'augmentation du risque de mortalité dans le sepsis *°.
Ces lésions tissulaires dérivent en un cercle vicieux pro-inflammatoire : la lyse cellulaire libére
des molécules associées aux dommages (Damage associated molecular patterns, DAMP),
qui sont reconnues par les PRR induisant I'activation et la chimiotaxie d’autres dérivés
granulocytaires *°.

1.5.1. Activité immunosuppressive des granulocytes matures dans le sepsis

Les granulocytes ont développé des stratégies de regulation négative pour diminuer
I'activation leucocytaire exagérée. Cependant, comme pour les altérations d’autres cellules
de la réponse immune, les activités de régulation négative maintenues peuvent avoir des
effets immunosuppresseurs.

Chez les neutrophiles, cette autorégulation négative est effectuée par les enzymes lytiques
libérées a partir des granules, capables de cliver des récepteurs de membrane :

o La libération des sérines protéases cause le clivage auto- et paracrine des récepteurs
granulocytaires importants pour la chimiotaxie comme le CXCR1 (Récepteur de I'lL-8) et
le CD35 (Récepteur de CR1); et la phagocytose comme le CD88 (Récepteur de
'opsonine C5a). Les serines protéases peuvent aussi cliver des récepteurs comme le
CD14, corécepteur des LPS, importante pour la reconnaissance par le TLR4.

e |’élastase et la cathepsine G clivent les récepteurs de IL-2 et IL-6 chez les lymphocytes
T,

e L’élastase diminue [I'expression des molécules co-stimulatrices par les cellules
dendritiques, limitant la maturation et I'induction de la réponse Th1 lymphocytaire.

Des sous-types granulocytaires, telles que les MDSC et les granulocytes CD62LY™ ont des
activités immunosuppressives. Les MDSC ou Myeloid-Derived Suppressor Cells, sont des
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dérivés myélocytaires (du progéniteur commun des granulocytes et monocytes). Son activité
immunosuppressive est médiée par la sécrétion d’arginase 1, une enzyme qui dépléte
'arginine de I'environnement, acide amine essentiel pour les lymphocytes T, causant I'arrét
du cycle cellulaire et une lymphopénie secondaire*. Les granulocytes CD62L%™ sont un sous-
type des granulocytes matures capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T dans un
mécanisme dépendant de la formation d’'une synapse CD11b/CD18 avec le lymphocyte T, et
de la libération du peroxyde d’hydrogéne .

1.5.2. Granulopoiése d’urgence

En réaction aux infections, la production et |a libération des granulocytes de la moélle osseuse
augmentent rapidement dans un processus coordonné appelé granulopoiése d’'urgence *3. La
granulopoiése d’'urgence est déclenchée par des stimuli infectieux, détectés par les cellules
souches myelopoiétiques. L’activation de ces derniéres peut se faire de fagon directe par
reconnaissance des molécules associées aux pathogenes (Pathogen Associated Molecular
Patterns, PAMPs), ou dans la plupart des cas de fagon indirecte par le G-CSF et le GM-CSF
sécrétés par les monocytes, macrophages tissulaires, cellules épithéliales et cellules
stromales mésenchymateuses en réponse a la reconnaissance d’'un PAMP comme le
LPS43'64.
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Figure 12. Mécanismes d’induction de la granulopoiése d’urgence

Adapté de “344. Le G-CSF est produit en continu a I'état basal pour maintenir le nombre des
granulocytes matures. La production d’IL-23 par les macrophages et les cellules dendritiques stimule
I'expression de IL17 par les lymphocytes T non conventionnels LTy5 et de type NK, ce qui a la fois
induit I'expression de G-CSF par les cellules endothéliales et les macrophages tissulaires. Dans la
moélle osseuse, la différenciation des cellules souches hématopoiétiques et progénitrices et leur
libération sont induites par le G-CSF.

Pendant la réponse a l'infection, les granulocytes migrent vers les tissus périphériques, ou ils
finissent par atteindre la mort cellulaire comme conséquence de leur activité bactéricide. La
régulation de la différenciation et de la libération des granulocytes de la moélle osseuse en
réponse aux besoins systémiques est donc détectée de fagon indirecte par leur taux
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d’apoptose. Le niveau de G-CSF produit est modulé par l'interaction entre les phagocytes
responsables de la dégradation des granulocytes apoptotiques (macrophages et cellules
dendritiques), avec les lymphocytes T régulateurs 344,

Le G-CSF a un role central dans la production basale des granulocytes. Méme si les stimuli
et médiateurs de linduction de la granulopoiése d’urgence sont variés et dépendants du
pathogéne impliqué, le G-CSF reste indispensable. L’IL-6 et le GM-CSF sont aussi requis
pour assurer la disponibilité des granulocytes dans le contrdle de I'infection *3.

Cette granulopoiése d’'urgence conduit finalement & une augmentation des formes immatures
granulocytaires (myélocytes, métamyélocytes et neutrophiles non segmentés) circulantes,
normalement présentes uniquement dans la moélle osseuse, et qui peut monter jusqu’a 30 a
50 % des granulocytes totaux. Cette phase est également connue en clinique sous le terme
de « décalage a gauche » (« left shift » ou « band forms » en anglais) **%4°¢. Ce phénoméne
est caractéristique des processus inflammatoires aigus et fait méme partie des critéres

diagnostiques cliniques d’un syndrome de réponse inflammatoire aigué 5.

La granulopoiése d'urgence est donc un phénomene adaptatif nécessaire pour la survie face
aux infections séveres, mais délétére dans le temps et dans l'intensité pour I'héte *3.

1.5.3. Caractérisation et différenciation des neutrophiles et granulocytes immatures

Le développement de techniques d’identification des sous-populations leucocytaires plus
sensibles et plus spécifiques a permis une meilleure caractérisation des granulocytes
immatures (Gl) dans le sepsis. Avant I'expansion de l'utilisation de la cytométrie en flux, les
Gl étaient discernés des neutrophiles par leurs différences morphologiques :
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Figure 13. Caractéristiques morphologiques des granulocytes immatures et neutrophiles
Adapté de 6667

e Forme arrondie ou « en bande » (kidney shaped/band shaped/horseshoe-shaped) de
leur noyau souvent monolobé, en contraste des formes polylobées typiques des
neutrophiles ;

e Leur plus grande taille (10-18 ym vs 8-16 ym)

e La présence plus importante de granules précoces chargés de myélopéroxydase %68,
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Aujourd’hui, la quantification des Gl et neutrophiles se base sur la présence de marqueurs
membranaires, identifiés par cytométrie en flux.

Les granulocytes sont actuellement reconnus par :

e La présence de granules (détecté en cytométrie en flux par leur capacité a disperser
la lumiere),

e L’expression intermédiaire de CD45 (marqueur commun des cellules
hématopoiétiques)

e L’absence d’expression des marqueurs lymphocytaires tels que CD14, CD3 ou CD24.

Les sous-populations granulocytaires sont ensuite identifiées par le niveau d’expression du
récepteur CD16 (Fcy-RIll). Les GI ont une expression diminuée de CD16 (CD169™)
comparativement aux neutrophiles qui possédent une forte expression membranaire
(CD1 6high) 49,64,65,69,70.

Cette méthode facilement normalisable ’', a permis de mettre en évidence I'association entre
'augmentation des Gl circulants chez des patients septiques récemment diagnostiqués, et
Iaggravation clinique %972 En effet, la quantit¢ des Gl circulants a I'admission est
directement proportionnelle a la sévérité clinique a court terme, définie par I'apparition d’'une
défaillance d’organe, d’une élévation du risque de mortalité %°° ou encore du risque
d’infection secondaire 7.

Par ailleurs, un seuil de 30 % de Gl circulants a 'admission peut permettre d’identifier les
patients avec un risque accru de mortalité au septi€me jour (77 % vs 42 % des décés chez
les patients avec respectivement plus ou moins de 30 % de GlI, p<0.01). L’association de ce
marqueur a la présence d’'une lymphopénie persistante est reliée également a la mortalité a
long terme (57 % vs 20 % de mortalité a J28, p<0.01) .

La raison fonctionnelle derriére cette association n’a pas encore été entierement élucidée.
D’une part, les Gl peuvent étre libérés de la moélle osseuse en réponse aux stimuli des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et I'lL-8, fortement augmentées lors d’'un sepsis
sévére 4. La hausse des Gl circulants peut étre interprétée simplement comme un effet
secondaire de «l'orage cytokinique » propre au sepsis. Cette immaturité peut, néanmoins,
étre la cause d’'un controle limité des pathogenes infectants. Toutefois, les études de la
fonction différencielle des neutrophiles et des Gl montrent des résultats contradictoires. Le
Tableau 3 résume les différences retrouvées chez les Gl par rapport aux neutrophiles dans
des modéles de marquage et d’évaluation fonctionnelle ex vivo.
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Tableau 3. Résumé des altérations fonctionnelles des Gl dans le sepsis

Caractéristique | Source des Gl Différence par rapport aux neutrophiles Référence
Viabilité Patients Quantité augmentée par rapport aux | 498°
septiques neutrophiles de donneurs sains ou de patients
septiques. En concordance, le taux d’apoptose
est plus important chez les neutrophiles que les
Gl.
Marqueurs de membrane
CD14, MD-2 LPS Diminués 65
TLR2 et TLR4 Patients Pas de différence 65
septiques
TLR4, CXCR2, | LPS Diminués 64
CXCR4, Cb5aR,
CD32, CD11b,
CD45, CD18f1,
CD182
CD16 (FcyR) Patients Diminué (FCyR et FcyRIIl). Augmente au cours | 54%°
septiques, du temps en incubation ex vivo.
SRIS,
LPS
Chimiotaxie Patients Réponse diminuée a I'lL8. Le récepteur de I'lL- | %
septiques 8 chez les granulocytes est le CXCR2, exprimé
sur les neutrophiles, a la fin de la maturation
dans la moélle osseuse .

LPS Pas de différence de la migration en réponse | 47075
aux pathogénes ou a des molécules « chimio-
attractives » (fMLF, C5a ou IL8)

Phagocytose Patients Diminuée en termes de proportion des cellules | 646568
septiques, qui participent a la phagocytose, autant qu’en

SRIS nombre des bactéries/particules phagocytées
apres 20min, 1h ou 2h dincubation.
Probablement en lien avec [I'expression
diminuée du récepteur Fcyd ou a la faible
mobilisation du calcium intracellulaire.

Patients Pas de différence sur la proportion des cellules | %°

« LPS », faisant de la phagocytose et la quantité des
pathogénes phagocytés par cellule sur tous les
temps évalués (30-1000 min)

Production des | Patients Diminuée 6465
ROS septiques,
SRIS
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Activité Patients Diminuée, probablement en lien avec | 4985
bactéricide septiques 'expression diminuée des récepteurs
nécessaires pour la phagocytose et la
mobilisation du calcium.

Acidification du | Patients Acidification plus importante chez les Gl que les | 4°

phagosome « LPS », neutrophiles en lien & une concentration plus
importante de MPO et production de HOCI.
L’acidification du phagosome est indépendante
de l'activitt NADPH-oxydase.

Production des | Patients Tendance vers un profil pro-inflammatoire, avec |
cytokines septiques une production diminuée d’'IL10 et augmentée
de TNFa

Activation Patients La production de ROS n’atteint pas un méme | 646568

« LPS », niveau d’augmentation aprés activation avec du

. fMLF.

Patients

septiques, Faible réponse a I'opsonisation

SRIS

SRIS: Patients ayant un syndrome de réponse inflammatoire systémique non infectieux
(polytraumatisés, post chirurgical, embolisme pulmonaire, pancréatite aigué, postpartum) ¢ ; LPS:
Donneurs sains ayant regu une dose unique des LPS « de référence » de E. coli (1 ng/kg des LPS en
dose unique, suivie par 1 ng/kg pendant 3 h en continu), dans le cadre d’une étude d’endotoxémie
fMLF (N-formylméthionine-leucyl-phenylalanine) : peptide courant produit par les bactéries en phase
de croissance, puissant facteur chimiotactique.

En résumé, les granulocytes immatures sont libérés au cours de la réponse inflammatoire
aigué dans le sepsis par un phénoméne de granulopoiése d’urgence, avec une viabilité
augmentée par rapport aux neutrophiles, mais avec une expression diminuée des récepteurs
membranaires nécessaires pour la reconnaissance des pathogéenes (CD16, CXCR2, CXCR4,
ChaR, CD32, CD11b, CD45, CD181, CD182). Les données sur la chimiotaxie et la
phagocytose des Gl ne sont pas concordantes entre les études, mais leur phagocytose et leur
production des ROS en réponse a l'interaction avec des pathogénes ou par stimulation
indirecte est comparativement diminuée.
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Chapitre Il. Mécanismes bactériens d’adaptation au stress : La premiére étape
pour survivre

L’étre humain, au centre de la médecine, est souvent considéré comme « la victime » dans
I'histoire de la maladie. Néanmoins, dans l'interaction héte-pathogéne lors du sepsis, les
bactéries sont aussi des victimes soumises a différents types de stress dans I'environnement
de I'héte.

Des milliers d’années d’évolution ont sélectionné des mécanismes sophistiqués pour faire
face aux environnements hostiles. L’exposition a des niveaux de stress non mortels déclenche
des réseaux génétiques de réponse aux dommages, chargeés de la régulation de I'expression
des génes capables de faciliter 'adaptation bactérienne et la survie en milieu hostile. Parmi
ces réseaux, la réponse SOS, responsable du maintien de la réplication, de la réparation de
'ADN, et du contréle de la division cellulaire, permet d’assurer la survie bactérienne et
d’augmenter la probabilité d’adaptation a I'environnement.

Dans ce chapitre seront présentés les différents stress auxquels les bactéries sont soumises
dans le corps humain (page 44). Une attention particuliere sera accordée au stress oxydant
(page 47), subi a I'intérieur des phagosomes granulocytaires et aux mécanismes bactériens
de réponse a ce type de stress (page 53). Enfin, la réponse générale au stress « Réponse
SOS », sa régulation et ses effecteurs liés aux fonctions de réparation chez Escherichia coli
seront détaillés (page 61). L'expression des genes extra-chromosomiques, et les
conséquences de mutagenése, secondaires a linduction SOS seront traitées dans le
Chapitre Il (page 71).

I.1. Agents du stress bactérien dans le sepsis

Dans le sepsis, les bactéries peuvent étre confrontées a différents types de stress du moment
ou elles rentrent en contact avec I'environnement humain. Le type (température, pH,
exposition aux peptides antimicrobiens sécrétés, hyperosmolarité, stress oxydant, limitation
des nutriments) et I'intensité du stress dépendent du microenvironnement (Figure 14)™.
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Figure 14. Types de stress subis par les bactéries au contact avec I’h6te humain
Adapté de 6.

La température relativement plus élevée chez I'h6te en comparaison a I'environnement
extérieur est le premier stress subi par les pathogénes. Chez E. coli, plus de 120 génes sont
régulés positivement par la température "*-'¢,

L’induction de I'expression de ces génes peut étre indirecte, par la médiation des protéines
de régulation transcriptionnelle telles que la protéine H-NS (Histone like protein). A basse
température, la protéine H-NS s’attache aux régions promotrices ou séquences codantes des
genes sous son contrdle et quand la température augmente, les régions N terminales des
protéines H-NS forment des dimeéres, libérant ainsi les séquences d’ADN et conduisant a la
dérépression des génes cibles 7678,

La régulation positive de I'expression des génes induits par la température peut étre aussi
post-transcriptionnelle : a basse température, les extrémités 5 de 'ARNm forment des
structures en épingle a cheveux qui rendent difficile 'accés aux ribosomes pour réaliser la
traduction. L’augmentation de la température diminue la stabilit¢ de ces structures
secondaires et facilite I' expression des génes .

Les génes régulés par le changement de température font partie des groupes de génes dont
I'activation facilite 'adaptation du pathogéne a I'environnement de I'héte : il s’agit des génes
liés la capture de fer, le transport et le métabolisme des acides aminés, des carbohydrates et
des enzymes de la chaine respiratoire. """"®

La limitation des nutriments, pourrait aussi étre considérée comme une stratégie de défense
de I'héte pour limiter la propagation bactérienne. Face a ce stress, les bactéries sont capables
de détecter la disponibilité des carbohydrates, métaux essentiels, acides aminés et oxygéne
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par linteraction entre les produits intermédiaires du métabolisme de ces nutriments, et des
facteurs de transcription des différentes voies métaboliques, pour adapter leur métabolisme
en conséquence 747980,

Le systtme FruR/Cra par exemple est activé lors d’une privation des carbohydrates, et
privilégie I'expression des génes liés aux voies de la glycogénése sur celles de la glycolyse.
La privation de Fer (Fe), Manganése (Mn) et Zinc (Zn), cofacteurs des enzymes essentielles
du métabolisme bactérien est pergue par des facteurs de transcription (comme Fur, MntR et
ZincABC) se liant aux métaux, répresseurs des opérons chargés de 'homéostasie des métaux
en question. L’hypoxie peut étre détectée par des facteurs de transcription sensibles a
I'équilibre NADH/NAD* ou FADH/FAD®, pour activer alternativement les voies métaboliques
aérobies/anaérobies dans les organismes aéro-anaérobies facultatifs °.

Enfin, la réponse stringente pergoit et réagit a la carence en acides aminés. Lorsque les acides
aminés sont limités, une forme inhabituelle du nucléotide guanosine, connue comme
(p)PpGpp s’accumule comme conséquence de 'augmentation de sa synthése par la protéine
RelA 8 et la diminution de sa dégradation par la protéine SpoT®. Le (p)ppGpp accumulé et
le co-facteur DksA interagissent directement avec I'’ARN-polymérase et activent la
transcription des génes de réponse aux stress rpoN, rpoS et rpoH qui codent pour les facteurs
sigma (c*, %2, 67°, 6*), et inhibent I'expression des ARNr et ARNt 7623,

Les étapes du processus qui va de la détection du stress environnemental a I'expression des
genes des opérons chargés d’y répondre sont semblables pour le stress causé par le pH
acide, le stress oxydant et '’hypoxie.

Dans une premiere étape, les facteurs de transcription portant des motifs sensibles a la
modification par le stress spécifique entrent en contact avec les molécules d’intérét, ce qui
provoque un changement conformationnel, & savoir® :

e Les protéines qui détectent le stress causé par le pH acide (Fur, oS, oE, ArsS, CadC,
EvgS, PhoQ, PmrB, SsrA) portent des résidus sensibles a l'ionisation : des acides
aminés avec des groupes imidazole et carboxyle, comme l'histidine, I'aspartate et le
glutamate.

e Les protéines qui détectent le stress oxydant (OxyR, SoxR) et la concentration
d’'oxygéne environnemental (FNR, ArcB/ArcA, Tsr/Aer), portent des acides aminés
avec des groupements -thiol ou des groupements permettant la liaison au fer,
sensibles a des réactions d’oxydation.

Ensuite, le changement conformationnel cause un changement d’affinité pour 'ADN de ces
facteurs de transcription, ce qui induit I'expression des génes en aval. Les opérons controlés
par ces facteurs de transcription incluent 7 :

e L’expression des décarboxylases, le changement du métabolisme central et du
transport et de la composition de la membrane pour s’adapter au pH acide.

e |’expression des enzymes nécessaires au meétabolisme anaérobie, et la répression
parallele des génes du métabolisme aérobie, en réponse a la détection d’un
environnement pauvre en oxygéne.

e L’expression des récepteurs sensibles a la chimiotaxie par les Nitrites/Nitrates pour
utiliser le nitrogéne comme accepteur final des électrons dans la chaine respiratoire a
la place de I'oxygéne. Ces récepteurs sont induits par le systéme Tsr/Aer, sensible
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aux modifications de FNR mais aussi au niveau de FAD -, indicateur du niveau
d’oxydation intracellulaire.

1.1.1. Le stress oxydant

Les ROS (espéces réactives de I'oxygéne) sont des produits inévitables du métabolisme
aérobie, et leur présence a bas niveau dans les cellules procaryotes et eucaryotes est tolérée
grace a I'équilibre entre la concentration des ROS et des agents « antioxydants ». Quand la
concentration des ROS augmente, soit par production interne suite a des lésions externes
(comme celles produites par des antibiotiques bactéricides 3%, soit par 'augmentation des
ROS dans I'environnement (comme dans les phagosomes des granulocytes) ; le déséquilibre
entre les ROS et les agents antioxydants est dénommé « stress oxydant » 98¢,

1.1.1.1. Mécanismes de dommage moléculaire par les ROS

Les ROS attaquent les liaisons chimiques susceptibles d’étre oxydées. En conséquence, les
ROS ont un large éventail de cibles moléculaires : ADN et protéines. Chez les bactéries, les
protéines qui portent des acide-aminés de type cystéine et méthionine ou des ‘clusters’ Fe-S
sont plus sensibles d’étre soumis a des mécanismes d’oxydoréduction. Ces modifications
covalentes déstabilisent la structure et inactivent les protéines®® 6% | es ROS peuvent
occasionner des dommages a I’ADN directement par interaction avec les bases nitrogénées,
ou indirectement par l'interférence avec la fourche de réplication’®¢.

Chez les cellules eucaryotes, la peroxydation des lipides est un mécanisme reconnu de lésion
cellulaire par le stress oxydant. Cependant, ce phénoméne est rarement une cause de lésion
chez les bactéries du fait de I'absence de lipides polyinsaturés *°.

L’activité bactéricide des ROS est donc consécutive aux dommages aux protéines et aux
acides nucléiques.

1.1.1.1.1. Dommages aux protéines
La cystéine est un nucléophile® fort, car elle porte un groupement fonctionnel thiol (-SH).
Lorsqu’une protéine est placée dans un milieu a pH physiologique, la déprotonation du SH est
favorisée pour former le thiolate (-S°). Le thiolate est un nucléophile encore plus fort,
susceptible de réagir avec des agents oxydants pour former de I'acide sulfénique (-SOH) ou
des radicaux thyil (-RS*). L’acide sulfénique est une espéce trés réactive qui peut former des
ponts disulfure avec d’autres Cys proximaux ou étre oxydée de fagon irréversible en acide
sulfinique (-SO2H) ou sulfonique (-SOsH) (Figure 15) %",

X Un nucléophile est une espéce chimique attirée par les charges positives et capable de donner une
paire d’électrons.
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Liaison disulfure Glutathionylation

Figure 15. Chaine des réactions d’oxydation sur un résidu cystéine

Adapté de ¥,

La méthionine porte aussi du soufre dans un groupe thioéther. Ce thioéther peut étre oxydé
pour produire du sulfoxyde de méthionine (Met-O), qui en une deuxiéme étape d’oxydation
irréversible forme la méthionine sulfone (Met-O,). L’endroit d’acquisition de I'oxygéne sur le
centre sulfure lors de la formation de Met-O fait la différence entre les formes diastéréo-
isomériques S et R (Figure 16) &’

Méthionine-S-sulfoxyde

0
I
S
QN
CH, o
Oxydant ) K Oxydant I
N ;

Met v Méthionine sulfone
Qf* 0
CH,

Méthionine-R-sulfoxyde

Figure 16. Chaine des réactions d’oxydation sur un résidu méthionine
Adapté de ¥,

Le troisiéme type de résidus sensibles a I'oxydation par les ROS est les clusters Fe-S. Les
déshydratases dépendantes de Fe-S sont une famille d’enzymes bactériennes normalement
chargées des fonctions de déshydratation et incluent des enzymes comme la dihydroxyacide
déshydratasse (DHAD), l'aconitase et la fumarase, importantes dans le cycle d’acide
tricarboxylique. Ces enzymes portent un cluster 4Fe-4S dans leur centre catalytique,
permettant I'extraction d’un groupe -OH par un des atomes Fe (Figure 17) *°.
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Figure 17. Activité catalytique d’'une enzyme Fe-S déshydratase
Adapté de *°

Son activité catalytique rend ce cluster Fe-S facilement accessible et susceptible a I'oxydation
par le O et le H20-. Le cluster oxydé est instable, et 'atome de fer peut s’en dissocier, ce qui
finit par inactiver 'enzyme (Figure 18). De plus, le Fe?" libéré dans le cytoplasme est capable
de transformer les radicaux libres par la réaction de Fenton en ROS plus stables et réactives,
augmentant leur toxicité (Figure 19) °.

Oy, 2H" H,0,
H,0, Y

3+ 2+

e-, Fe?*
+ H*

Fe?* Fe®*, OH-

Figure 18. Chaine des réactions d’oxydation du cluster Fe-S
Adapté de *°
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Figure 19. Réaction de Fenton
Adapté de 88

Enfin, d’autres enzymes essentielles qui portent un atome de Fer (déshydratases,
épimérases, déshydrogénases, déformylases et désaminases) peuvent étre inactivées par
I'H202 a travers un réaction de Fenton, méme a de faibles concentrations (0,5 uM) *°.

1.1.1.1.2. Dommages a ’ADN

Le stress oxydatif peut causer différentes sortes de dommages a ’'ADN par des mécanismes
directs et indirects.

Indirectement, I'oxydation d’enzymes nécessaires aux étapes de réplication ou de réparation
de 'ADN peut entrainer un arrét de la fourche de réplication, sa déstabilisation, et la formation
de cassures de '’ADN double brin (ADNdb) émergent, ou de '’ADN simple brin (ADNsb) sur le
« lagging » brin .

Les ROS peuvent aussi endommager I’ADN directement, principalement par I'action de 'HO".
Ce ROS, stable et hautement réactif est produit a partir de I'H.O- qui entre en contact avec le
fer cytoplasmique (Figure 19). L'HO* réagit avec les molécules organiques par la formation
d’une liaison double, ou par I'extraction d’'un atome d’hydrogéne du C-H pour former un radical
carbone en libérant de I'eau °'. L’HO* peut oxyder les bases et les riboses de 'ADN, en
provoquant plusieurs types de Iésions. La guanine est la base la plus sensible en raison de
son plus faible potentiel de réduction*". Un produit commun est la 8-hydroxyguanine qui a un
potentiel mutagéne important, car il peut s’apparier a 'adénine sans étre détecté par «la
relecture » par les ADN-polymérases (Figure 20A). L’'oxydation de la thymine cause des
Iésions non codantes, ce qui bloque I'avancement de la fourche de réplication et I'apparition
des fragments d’ADNsb et d’ADNdb (Figure 20B) *°.

Finalement, 'oxydation des riboses produit des ruptures de simple brin avec des résidus 3’-
glycolate, qui conduisent également a un arrét de la fourche de réplication (Figure 20C) *°.

Xii | e potentiel de réduction fait référence a I'affinité d’'une molécule pour les électrons (mesurée en
volts)
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Figure 20. Types de dommages oxydatifs les plus fréquents sur FADN

1.1.1.1.3. Le stress oxydant comme mécanisme neutrophilique de contréle des
pathogénes

Il'y a trés peu d’études sur les détails mécanistiques qui entrainent la lyse bactérienne dans
le phagosome des neutrophiles comparé au nombre d’études dédiées au sepsis. La premiére
étude répertoriée sur PubMed pour les termes « Bacteria + phagosome + ROS + neutrophil »
date de 2001, avec seulement 33 publications jusqu’a présent. L’évidence qui appuie le réle
des ROS dans le processus de contrble des infections bactériennes repose sur :

L’apparition des maladies infectieuses récurrentes chez les patients ayant une
mutation sur le complexe NADPH-oxydase, et pourtant incapables de produire des
ROS dans le phagosome (comme discuté dans la section 1.4.1.1.1.3 ©2).

Le développement de stratégies (facteurs de virulence) dédiées a la limitation du
stress oxydatif chez certaines bactéries permettant la survie intracellulaire dans les
neutrophiles. Filifactor alocis et Neisseria gonorrhoeae par exemple peuvent limiter la
production de ROS par la NADPH-oxydase®*®® ; Yersinia pestis peut s’échapper du
phagosome porteur de ce complexe® et Staphylococcus aureus peut adapter son
métabolisme des pyrimidines pour survivre dans un milieu riche en ROS®.

L’augmentation de la production de ROS dans le phagosome s’associe a une activité
bactéricide plus importante®’.

xv Recherche faite le 7 octobre 2022, et aprés tri des études ne concernant pas des bactéries comme
organisme modéle, ni les neutrophiles.
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L’association des informations connues sur la cascade de production des ROS dans le
phagosome et sur les mécanismes moléculaires de Iésions via le stress oxydatif permet
d’'imaginer le processus qui aboutit a la mort bactérienne dans le phagosome :

L’anion superoxyde produit par la NADPH-oxydase dans le phagosome est rapidement
transformé en peroxyde d’hydrogéne par la superoxyde dismutase SOD ; [lacide
hypochlorique par la MPO ; le radical hydroxyle par la réaction de Fenton ; et les espéeces
réactives du nitrogéne (reactive nitrogen species, RNS) aprés réaction avec I'oxyde
nitrique*’:52:%4,

Les ROS plus stables et non chargés (I'acide hypochlorique, le radical hydroxyle et les RNS)
peuvent diffuser a travers la paroi bactérienne et interagir de fagon non sélective avec les
protéines et acides nucléiques bactériens. Les protéines portant des résidus acide-aminés
avec du soufre, fer ou des clusters Fe-S sont plus sensibles a I'inactivation par oxydation et
perte de la structure tertiaire.

0y
0" sob —Cys et —Met
H,0, H20,

\EAPO Cluster Fe-S  peas
iNOS Fe2+ Fe
\ HOCI
NO

ONOO- Nucléotides g @ »"

ARNt ARNM

ROS

Figure 21. Résumé des ROS produits par les phagosomes et le stress oxydant dans une bactérie

La réplication et la transcription sont également touchées par le stress oxydant % :

o Directement par l'oxydation des nucléotides, qui peut causer des mutations
ponctuelles par I'oxydation de la guanine ; l'arrét de la fourche de réplication par
I'oxydation de la thymine, avec I'apparition des ruptures de 'ADNdb (sur le ‘leading’
brin) ou ADNsb (sur le ‘lagging’ brin par les fragments d’Okasaki ou le ‘leading’ brin
par re-priming post-lésionnel) ; ou I'apparition des fragments d’ADNsb par I'oxydation
des riboses.

¢ Indirectement car la réplication peut étre affectée par 'oxydation de la réserve des
nucléotides libres, ou des protéines nécessaires dans la fourche de réplication
(polymérases, hélicases, gyrases, etc.). Finalement, la transcription peut étre aussi
affectée par I'oxydation de ’TARNm et de '’ARNt.

Toutes ces altérations conduisent a I'arrét de la croissance cellulaire et finalement a la mort
bactérienne. Pour cette raison, plusieurs stratégies de réponse au stress oxydant ont évolué
avec I'adaptation des bactéries a I'environnement aérobie.
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I.2. Réponse bactérienne au stress oxydant

Les bactéries possédent des mécanismes a I'état basal pour limiter le stress oxydant. Ces
mécanismes répondent a des bas niveaux de ROS ; par exemple la formation de Oz et d’'H202
par les voies métaboliques aérobies est de 5 uM et 10-15 pM par seconde, respectivement®.
Des mécanismes de réponse supplémentaires sont nécessaires pour défendre les bactéries
face a des concentrations plus importantes d’agents oxydants (ROS et RNS)"®%. Grace a ces
mécanismes, la concentration de H202 est maintenue en dessous de 0.2 uM®,

L’activation des mécanismes supplémentaires d’expression des enzymes antioxydantes,
protéines détoxifiantes, et d’enzymes résistantes au stress, ainsi que la réparation des
altérations protéiques secondaires a I'oxydation, dépendent de l'induction des régulateurs
transcriptionnels OxyR, PerR, OhrR, SoxRS"6:#6:87,

Ces protéines partagent la particularité de porter des résidus -Cys ou des clusters Fe-S
exposeés, sensibles a I'oxydation/nitration par les ROS/RNS (H202, RSNO, ONOO', O,, CO,
NO). La modification de ces résidus se traduit par un changement conformationnel qui active
ces facteurs transcriptionnels pour déclencher I'expression des réponses adaptatives’®.

L'activation de chaque voie d’adaptation dépend de la concentration des ROS et inclut
'expression des enzymes « anti-oxydantes » (SOD, catalases et leurs homologues), des
tampons redox (Glutathion, NADPH), des enzymes capables de réduire les résidus cystéine
et méthionine (thioredoxines, glutathione reductases), et des voies de régulation du fer *°.

11.2.1. Régulation de la réponse au stress oxydant

Les régulons principaux de réponse au stress oxydant chez E. coli sont OxyR et SoxRS%86:9°,
L’évolution des micro-organismes dans des environnements aérobies a conduit a la sélection
et la conservation de ces régulons et leurs homologues fonctionnels 8¢

OxyR est une protéine de 34kDa, homologue de la famille des régulateurs transcriptionnels
LysR. OxyR reconnait et s’attache a la région promotrice d’environ 40 génes chargés de la
protection contre la toxicité des ROS, mais aussi d’autres sources de stress telles que les
hautes températures et les UV. Son activité est donc nécessaire pour la protection contre les
dommages cellulaires médiés par la peroxydation des protéines et I'activité antimicrobienne
des granulocytes .

La protéine OxyR est normalement a I'état réduit, a des concentrations intracellulaires de H20-
de 50 nM. L’induction transcriptionnelle médiée par OxyR se produit quand les concentrations
de H.O; atteint les 200 nM, et les homotétraméres de OxyR sont oxydés sur leurs résidus
Cys199, formant un pont disulfure réversible avec le Cys208 '®. Le changement
conformationnel facilite l'attachement a l'unit¢é o de I'ARN-polymérase pour induire
'expression des génes sous son contréle. Une fois que le stress oxydant diminue, des
enzymes réductrices (Glutathion réductase et Glutarédoxine), réduisent OxyR vers son état
basal répresseur (Figure 22)>°%.1% | es opérons faisant partie du régulon OxyR sont résumés
dans leTableau 4.
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SH SH

OxyR SH SH
Réduit
SH SH
Glutathione réductase SHSH Ho,
Glutarédoxine
S—s S—S
OxyR
Oxydé
S—S S—S —_—
Figure 22. Mécanisme d’activation d’OxyR
Adapté de %986.101
Tableau 4. Opérons régulés par OxyR
Adapté de %

Operon Fonction
Réqulés positivement
ahpCF Reductase alkyl hydroperoxide
dps Protéine d'attachement et stockage de fer
dsbG Disulfure isomérase périplasmique, thiol-disulfide oxidase
497 Inconnue
fpg Formamidopyrimidine
fur Régulateur transcriptionnel d’attachement a ’ADN
gofA Glutathione oxidoréductase
grxA Glutarédoxine 1
hep Protéine de cluster hybride [4Fe-2S-20] dans des réductases anaerobiques terminales
hemH Ferrochelatase
katG Catalase.hydroperoxydase 1
oxyS Regulatory sRNA
mntH Transporteur de manganése/divalent cation

Kinase sensitive hybride dans un systéme de régulation a deux composants avec RcsB

resC et YojN
SufABCD  Protéine d’assemblage des clusters Fe-S cluster; complexe SufBCD; sélénocystéine
SE lyase; protéine acceptrice de soufre

trxB Thioredoxin réductase

trxC Thioredoxin 2

yaaA Protéine conservée

yaiA Protéine de fonction inconnue
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ybjM
yhjA
YA

Protéine de membrane interne
Predicted cytochrome C peroxidase
Protéine régulatrice de la spécificité du substrat de la CIpA

Régulés négativement

agn43
fhuF
OxXyR
mom
(oMu)
stiA
yaeH
ydcH
ydeN
ytfK
UXUA

Autres
gtrABC
(oP22)

yfdf

Antigéne 43 (Ag43). Auto-transporteur de phase variable de la membrane externe
Réductase de fer impliquée dans le transport de I’hydroximate ferrique
Régulateur transcriptionnel d’attachement a ’'ADN

Modification de 'ADN
Sous-unité fimbriale

Protéine conservée

Protéine de fonction inconnue
Protéine conservée

Protéine conservée
Mannonate hydrolase

Bactoprenol-linked glucose translocase; bactoprenol glucosyl transferase;
glucosyltransferase

Protéine de membrane interne

SoxR est une protéine de 17kDa qui forme des homodiméres. Elle est inactive a I' état réduit,
mais lors de I'oxydation univalente de ces clusters 2Fe-2S par I'O2, le NO ou des niveaux
élevés d’'H202, SoxR subit un changement conformationnel qui lui permet de restructurer
'espaceur du promoteur du géne soxS pour induire sa transcription par I’ARN-polymérase
(Figure 23)'%2. A son tour, la protéine de 13kDa SoxS, fonctionne comme un facteur de

transcription secondaire et régule positivement I'expression de 119 génes chez E. colj %°%1%,
oo Cluster 2Fe-2S
SoxR
Réduit
SoxR réductase
SoxR
Oxydé
Figure 23. Mécanisme d’activation de SoxR
Adapté de °9:86.102
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Au total, les effecteurs de ces régulons font face au stress oxydant par la diminution de la
concentration intracellulaire de ROS: en produisant des enzymes antioxydantes, des
tampons redox et en adaptant leur métabolisme. De plus, elles produissent des enzymes
d’oxydoréductases pour réparer les protéines oxydees, et expriment des enzymes résistantes
al'o2* (Figure 24).

020_

)

SOD
- H.O —Cys et —Met
22
————
H,O0+ O,
Ahp Catalase
Cluster Fe-S Fe2+
F
2H,0 + NADH* e
HoG oS
‘HO Pyruvate
ONOO- a-Ketoglutarate

Figure 24. Résumé des réponses au stress oxydant

En orange sont représentées les enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase SOD, la catalase et
I'alkyl hydroperoxide réductase Ahp). En violet, les tampons redox (le NADPH et le glutathion). En rose,
les voies métaboliques qui produisent du pyruvate et a-ketoglutarate et diminuent la captation de fer.
En brun, les enzymes oxydoréductases (thiorédoxines et glutarédoxines).

I.2.2. Enzymes antioxydantes, tampons redox et modifications du métabolisme

Un premier mécanisme pour diminuer la concentration des ROS intracellulaires consiste en
I'expression d’enzymes capables de les transformer en molécules non réactives®®°. E. coli
posseéde trois superoxyde dismutases (SOD): MnSOD (sodA), FeSOD (sodB) -
cytoplasmiques —, et CuZnSOD (sodC) — périplasmique —, qui transforment 'O, en peroxyde
d’hydrogéne (H20.). Le H2O; est ensuite dégradé pour produire H2O et O, par les catalases
(dénommés alkyl hydroperoxyde réductase (Ahp), Hydroperoxydase | (KatG) et
hydroperoxydase Il (KatE) chez E. coli) (Figure 25)>°%¢
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SOD

20, + 2H* H,0, + O,
Ahp
NADH + H* + H,0, 2H,0 + NAD*
Catalases
KatG, Kat E
2H,0, O, + 2H,0

Figure 25. Réactions antioxydantes
Adapté de *°.

L’hyperoxyde réductase (Ahp) a besoin de NADH comme réducteur stoechiométrique, et
pourtant son fonctionnement est limité par la concentration de NADH produit par le
métabolisme bactérien. L’Ahp est donc saturée a des concentrations d’'H>O» supérieures a
20uM, seuil a partir duquel les autres catalases sont induites®.

Les bactéries parviennent aussi a dégrader les ROS ayant réussi a rentrer dans la cellule en
produisant des tampons cytoplasmiques et périplasmiques comme le glutathion™. En plus de
son activité de tampon, le glutathion empéche I'oxydation irréversible du Cys (formation de
'acide sulfonique) a travers la formation des liaisons glutathion-acide sulfonique sur les
protéines oxydées &’.

Finalement, I'activation des réponses OxyR et SoxR/S cause une modification de l'activité
métabolique basale de la bactérie, pour privilégier des voies qui produisent le NADPH (voie
des pentoses phosphate'®), cofacteur pour les systémes antioxydants (Ahp, glutathion
réductase) ; ou des métabolites susceptibles d’étre décarboxylés pour former des produits
non réactifs (pyruvate, ‘a-Ketoglutarate)(Figure 25)%.

¥ Glutathion réduit les liens disulfure en agissant comme un doneur d’électrons. Une fois oxydé, le
glutahion est réduit par la glutathione réductase, qui utilise la NADPH comme doneur d’électrons.
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Glycolyse

Glucose

G6P

Glycerol Pyruvate

ROS
Décarboxylation NADH

Acetate

Glyoxylate
shunt

FADH,

TCA cycle

(
NADH, Respiration I
FADH,  cellulaire |
)

alternatives
Adapté de *°

Défense contre les ROS
Production de ROS

Voie des
pentoses
phosphate

NADPH

Enzymes

antioxydants ROS détox

Citrate, glucose, malate,
glutamate, histidine

NADH
a-kétoglutarate
ROS
Décarboxylation

Succinate

Figure 26. Voies métaboliques productrices de ROS, des métabolites antioxydants et ses

L’adaptation métabolique cherche aussi a diminuer la production intracellulaire des ROS, par
le métabolisme aérobie bactérien (Figure 26), ou par la transformation des ROS externes

vers des espéces plus stables et réactives par la voie de la réaction de Fenton (Figure 27).

La bactérie oriente donc son métabolisme vers des voies qui produisent moins de ROS
(Glycoxylate shunt pour éviter la formation de FADH), et augmente I'expression de Fur,

principal répresseur des génes chargés de 'acquisition et de 'homéostasie du fer
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Chaine de transport

d’électrons
0, H,O
ADN
Catalase O.-* . endommageé
2 Fe lié aux :
H.O - Réponse ROS
2 protéines sSOS
SOD
ADN
P adoxi F
eroxyrédoxines o e ADN®
2
Thiorédoxine
GSSG
Peroxydases NADH NADPH
s ROS exogénes  NAD*® Cycle de Krebs
(Granulocytes) NAD* NADP*

Figure 27. Réactions de Fenton
Adapté de 88

11.2.3. Réparation des dommages aux protéines

Ces réseaux de génes pour faire face au stress oxydant peuvent exprimer des
oxydoréductases ; enzymes capables de réduire le radical oxydé pour revenir a la forme -thiol
(thiorédoxynes et glutarédoxynes) originale &’.

Les thiorédoxines (Trx) ont un motif catalytique CXXC. Le motif amino-terminal est une Cys
présente sous forme de thiolate a I'état physiologique. La formation d’'un pont disulfure
intermédiaire avec le substrat est la premiére étape pour le réduire. Cette interaction cause la
déprotonation du deuxiéme résidu Cys, stabilisé par la formation des liaisons hydrogéne avec
d’autres acides aminés adjacents. Le Cys déprotoné brise le lien disulfure intermédiaire par
une attaque neutrophilique, libérant ainsi le substrat réduit. La régénération du motif CXXC
réduit est réalisée par la Trx réductase, une flavoenzyme dépendante du NADPH (Figure 28).
E. coli exprime Trx1 en conditions de stress oxydant, et Trx2 pour aider la maintenance de
I'activité catalytique des enzymes avec des activités redox en conditions physiologiques et de
stress ¥'.

TrXox

Substrat,, TrXeq Complexe intermédiaire de Substrat,.
disulfure mixte

NADP* NADPH + H*

Figure 28. Mécanisme de réparation par les thiorédoxines
D’aprés &
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La plupart des glutarédoxines (Grx) partagent la structure CXXC des Trx, ou portent un site
catalytique CXXS. E. coli exprime Grx1, 2, 3 (CXXC), capables de réduire les Cys oxydées,
et Grx4 (CXXS), qui aident a la formation des clusters Fe-S. Les Grx fonctionnent de fagon
similaire aux Trx et sont alors réduites par le glutathion, qui & son tour est réduit par la
glutathion réductase (Figure 29) &’.

0:® 0. 0.:1®

Substrat,, MXred Complexe intermédiaire de ~ Substrat g GrXoy 2 GSH
disulfure mixte NADPH + H*
T S:. ﬂ
NADP*
GSSG
HS
Grx

red

Figure 29. Mécanisme de réparation protéique par les glutarédoxines
D’aprés &,

La réparation des résidus Méthionine est accomplie par les méthionine-sulfoxide réductases
(Msr), des oxydoréductases hautement conservées. E. coli exprime les MsrA, B, C et la biotin
sulfoxide réductase (BisC). MsrA et B sont des enzymes stéréospécifiques™, capables de
réduire le Met-O libre ou dans les protéines. Le mécanisme catalytique consiste en [I'utilisation
d’un résidu Cys nucléophile pour attaquer le substrat et libérer une Met réduite en oxydant le
thiol vers l'acide sulfonique. Dans un deuxiéme temps, un autre résidu Cys de Msr fait une
attaque nucléophilique sur le résidu oxydé précédemment pour former un pont disulfure
intermédiaire, en libérant une molécule d’eau. La Msr oxydée est ensuite réduite par une Txr
pour la rendre active a nouveau (Figure 30) ¥.

i MsrA et MsrB ont la méme structure tridimensionnelle disposée en miroir ; MsrA réduit Met-S-O et
MsrB réduit Met-R-0. &7,
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Protéine

MsrA
ou MsrB

MsrA CySA — S_ i OH
ou MsrB | MstA | Cys,

— S S- ou MsrB_ s
Cyse HS ﬁ Cysg

Figure 30. Mécanisme de réparation protéique par les méthionine-sulfoxide réductases.
D’apres®’.

Le taux de dommage des protéines portant des cluster Fe-S est tellement élevé (5x10°M's"
), que méme a des concentrations minimes de O, (10'°M), le temps moyen pour
endommager une enzyme de fagon irréversible est de 20 minutes. Les cellules restent
toutefois viables grace a la réparation constante des clusters endommagés par des réactions
de réduction et re-métalisation. Les protéines YggX et YtfE, membres du régulon SoxR/S sont
chargées de ces activités. L’activation du régulon SoxR/S peut aussi induire I'expression des
déshydratases résistantes a I'O>” (comme I'aconitase A pour remplacer I'aconitase B sensible
a '02) ou des enzymes déshydratases indépendantes du Fe-S comme la Fumarase C *°.

Finalement, les dommages produits a des enzymes portant un Fe unique sont généralement
reversés par l'addition d’'un Fe?', ou par le remplacement de l'atome du fer par du
manganese ; un cofacteur résistant a ’'H202, qui permet de garder une activité catalytique
similaire a celle du fer *°.

Puisque les mécanismes qui permettent la survie des bactéries aux dommages de 'ADN
doivent étre mis en place indépendamment du type de Iésion, la régulation de cette réponse
est faite par des systémes globaux de réponse aux stress : la réponse SOS et RpoS.

Le régulon RpoS, facteur sigma de la phase stationnaire, est induit par différents types de
stress pendant la phase de croissance exponentielle de E. coli. Ce régulon controle la
transcription par exemple des génes pour I'expression des catalases (KatE et KatG) et des
chélateurs de fer, mais aussi de 'ADN-polymérase IV (géne dinB), pour protéger et réparer
I’ADN face au stress oxydant, de fagon complémentaire a I'activité de OxyR et SOS .

I.3. La réponse SOS

Les dommages a 'ADN qui conduisent a l'arrét de la fourche de réplication ont pour
conséquence le réarrangement génomique, la mutagenése ou notamment, la mort cellulaire.
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Pour faire face a ces dommages, les bactéries ont sélectionné un systéme inductible de

réparation qui facilite également leur adaptation a des environnements hostiles : la réponse
SOS',

Le régulon SOS est hautement conservé, avec des homologues de son répresseur universel
LexA présents dans la majorité des génomes bactériens séquencés (sauf chez
Streptococcus, les groupes Bacteroidetes-Green sulfur et Epsilonproteobacteria). L’étude de
la présence du géne recA et des unités transcriptionnelles réprimées par LexA a mis en
évidence la grande variabilité des réseaux des génes SOS-régulés chez les bactéries
(Figure 31). Ces réseaux varient en termes de nombre et de fonctions des génes qu'’ils
contiennent. Toutefois, un groupe de génes parait conservé dans différents phyla bactériens,
surtout les plus proches de E. coli : lexA, recA, ssb, urvA et ruvAB, impliqués dans la régulation
SOS, la stabilisation de I'’ADN simple brin, et sa réparation'.

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria -

Deinococcus-Thermus
Adultes pyrophis —————
Do — » / -
",,M ’ J 2 N Deltaproteobacteria
an b,.f;_:ﬂ"‘,“ § j f b
okt e
e "

Chlamydiae-Verrucomicrobia g ¢ W«»" . Qu,.
® Pt :
Spirochaetes, \‘ \ Epsilonproteobactenia
W
,‘dv ’i ‘5‘ “\:k\ Green nonsulfur
bacteria (GNSB)

.'/‘ Firmicutes

Bacteroidetes-Chlorobi j

°‘6‘\.

5 Cyancbacteria

Actinobacteria

Tharmoltogae

Figure 31. Distribution du géne /exA dans le domaine bactérien
Basée sur la distribution phylogénétique dérivée des séquences recA. En gris clair, les groupes
phylogénétiques, et en gris foncé, les aires ou le géne lexA est présent. Les cercles marquent les
espéces avec des génes SOS-régulés moins nombreux. D’aprés "%,

L’expression de génes du régulon SOS assure la survie bactérienne par I'activation
coordonnée d’enzymes responsables du maintien de l'intégrité de la fourche de réplication,
de la réparation de I'’ADN, de la prévention de la division cellulaire prématurée, et de
I'activation des voies tolérantes aux dommages pour assurer la continuité de la réplication
lorsque les dommages ne peuvent pas étre réparés 8:90107-109,

La protéine LexA ne régule pas uniquement des génes chargés de maintenir l'intégrité du
génome. Dans certaines espéces, les génes régulés par la réponse SOS sont impliqués dans
le fitness bactérien, avec des variations en fonction des types de stress que chaque espéce
rencontre dans sa niche environnementale '°'"°_ || peut aussi s’agir de génes portés par les
éléments génétiques mobiles transmis par transfert horizontal (plasmides, phages, éléments
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conjugatifs intégratifs (ICE), intégrons), habituellement avec des fonctions de virulence,
d’adaptation ou de résistance aux antibiotiques '*°.

Chez E. coli, le régulon est composé de plus de 50 génes avec des fonctions liées a la
réparation de 'ADN par recombinaison homologue, la synthése translésionnelle, I'arrét du
cycle cellulaire, et 'induction de facteurs de virulence 90:106:108.109.111

11.3.1. Inducteurs de la réponse SOS

Indépendamment de son origine, les dommages a I'’ADN sont pergus par les bactéries
principalement via la formation d’ADNsb "'2113,

lls existent plusieurs situations dans la vie d’'une bactérie qui impliquent l'apparition de
fragments d’ADNsb : le stress oxydant détaillé précédemment, a travers les ROS mais aussi
des chromates ou des espéces réactifs du nitrogene (RNS) ; la radiation UV ; les ultrasons;
et finalement les molécules qui interférent avec la réplication de I'ADN, a la fois d’origine
externe (comme certains antibiotiques) ou interne, via des seconds messagers (Mrr induit par
'augmentation de la pression, ou DpiBA par les béta-lactamines). Toutefois, les dommages a
'ADN ne sont pas la seule source d’ADNsb; 'ADN acquis par transfert horizontal
(conjugaison, transduction et transformation) arrive aussi sous la forme d’ADNsb et peut
activer la réponse SOS 196114,

Enfin, la réponse SOS peut étre activée en I'absence de fragments d’ADNsb, par des signaux
de stress environnementaux comme la privation de nutriments (par les niveaux de cAMP) ou
le pH basique (par induction directe de I'autoprotéolyse du répresseur LexA) (Figure 32)'%.

Plasmide _ Sonication
HOCI Radiation UV
*HO ROS S

) X Fluoroquinolones
Conjugaison

TOTVA Pol 0004

ADNsb

Géne SOS

S,

Augmen'tatl_on Betalactamines Privation de nutriments
de la préssion 1 pH

Figure 32. Résumé des inducteurs de la réponse SOS
Adapté de 1%
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11.3.2. Induction de la réponse SOS

A l'état basal le régulon SOS est réprimé par I'attachement de la protéine LexA sur des
séquences spécifiques appelées «boites LexA» qui sont localisées sur les régions
opératrices des génes du régulon'’®. Pendant la phase de croissance normale, E. coli contient
1300 molécules de LexA '"*. LexA forme des homodiméres liés par le domaine C-terminal,
qui peuvent étre libres dans le cytoplasme (20 %) ou attachés aux boites LexA (80 %)
(Figure 33).

_ NH;

. Fragment flexible
8 intermédiaire

= - o
o -"" "~ L (L
~

Figure 33. Représentation du répresseur LexA, dimérisation et interaction avec ’ADN

Adapté de 1617, La protéine LexA (bleu clair), principal répresseur du régulon SOS, est composée de
deux domaines : un domaine N-terminal d’attachement a I’ADN ; et un domaine C-terminal qui permet
la dimérisation et porte une activité protéase latente. Les deux domaines sont reliés par un court
fragment intermédiaire flexible. Adapté de 6.

La protéine LexA a une forte affinité pour la séquence «5-CTG(TN)sACAG-3 » ; les
séquences qui ressemblent le plus a cette séquence consensus sont plus fortement réprimées
par LexA. Le niveau d’affinité et donc de répression est inversement proportionnel au niveau
de déviation ou « hétérogénéité » de la séquence LexA par rapport a cette séquence
consensus 15118,

Une caractéristique clé de la réponse SOS est l'induction coordonnée de génes individuels
du régulon (Figure 34) : I'ordre d’'induction et la force d’expression de chaque géne du régulon
dépendent du niveau d’hétérogénéité de la séquence LexA, et du nombre de boites LexA
présentes dans la séquence promotrice 115
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Minutes aprés induction SOS

Minutes aprés induction SOS

Géne 5 10 20 40 60 Fonction
Replication et reparation
umuC Pol V (mutagénése)
recN Réparation de 'ADN
umuD Fait partie du complexe PolV (mutagénése)
recA Recombinaison homologue, régulateur positif de la réponse SOS
dinB Pol IV
uvrB Sous-unité B de la nucléase d'excision (Reparation de I'ADN)
uvrA Sous-unité A de la nucléase d'excision (Reparation de I'ADN)
ruvA Sous-unité B de I'nélicase, migration de brin, jonction d'Holliday
polB Pol Il
uvrD Helicase Il (Réparation par excision de nucléotides)
ruvB Sous-unité A de I'hélicase, migration de brin, jonction d'Holliday
Transcription et régulation transcriptionnelle
lexA Régulateur SOS
dinl Protéine | inductible par les dommages
fis Facteur d'inversion de I'ADN (Facteur de transcription)
suhB Augmente la synthése du facteur 632
ttk Regulateur transcriptionnel
Métabolisme de nucleosides
grxA - Coenzyme Glutaredoxine pour la ribonucléotide reductase
Traduction/métabolisme des acides-aminés
yafT Aminopeptidase
Protéines de transport et de heat shock
yegH - Composant du systhéme de transport d'attachement a 'ATP
glvB Systéme PTS, composant IIB de type arbutin
ybeW Protéine dnaK
ibpB Protéine de heat-shock
potB Perméase du systéme de transport Spermidine/putrescine
Division cellulaire
SulA Suppresseur de lon, inhibe la division cellulaire
Prophages
ymfN Cadre ouvert de lecture
intE -Intégrase du prophage e14
ymfJ Cadre ouvert de lecture
ymfG Cadre ouvert de lecture
orgK Protéine org du prophage P2
ybcU Homologue de la protéine Bor du bactériophage A

Figure 34. Génes régulés par la réponse SOS
Adapté de "',
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Géne 5 10 20 40 60 Fonction
Outres

SmpA Petite protéine membranaire A
smpB Petite protéine B

dinD Protéine induite par les dommages de I'ADN
oraA Protéine OraA, regulatrice
yebG Protéine inductible par les dommages a I'ADN
yigF Cadre ouvert de lecture

yigN Chaine a-helix, protéine de limitation de la recombinaison
arpB Cadre ouvert de lecture

dinF Protéine F transporteur MATE

yafO Cadre ouvert de lecture

yafN Cadre ouvert de lecture

yebF Cadre ouvert de lecture

yafP Cadre ouvert de lecture

ydiY Cadre ouvert de lecture

ydiM Protéine de membrane interne
yebE Cadre ouvert de lecture

ybiN Cadre ouvert de lecture

yceP Cadre ouvert de lecture

yjiw Protéine de type toxine de la réponse SOS
yifL Cadre ouvert de lecture

ydeT Protéine de membrane externe

ydiR Cadre ouvert de lecture

yccF Cadre ouvert de lecture

. Expression augmentée par 'induction SOS

Pas d’induction
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L'activation de la réponse SOS est controlée par la protéine RecA. La famille des
recombinases de type RecA est présente dans tous les organismes. Ces protéines jouent un
réle central dans la recombinaison homologue, nécessaire pour la réparation des dommages
de 'ADN dans les organismes procaryotes ou la méiose dans les organismes eucaryotes '"°.

A I'état basal, E. coli contient 7000 molécules de RecA (Figure 35) ''°.

3. Attachement a TADNdb

1. Attachement a TADNsb

5. Attachement a TADNdb
4. Attachement a TADNdb

Figure 35. Structure de la protéine RecA. Adaptée de '®120, RecA est une protéine multifonctionnelle
oligomérique de 38kDa composée de trois domaines : un domaine central avec des sites d’attachement
a '’ADNsb, ou a lieu I'activité ADNsb-ADNdb recombinase (1, orange), proche du site d’attachement a
'ATP portant I'activité hydrolytique (2, bleu) ; un domaine N-terminal qui lui permet d’interagir avec
d’autres monomeres ; et un domaine C-terminal qui permet I'entrée de 'ADNdb dans d’autres régions
du chromosome bactérien (3, 4, 5, rouge, jaune, bleu clair).

La protéine RecA a plusieurs activités : une activité co-protéase qui lui permet de réguler la
synthése et I'activité des protéines de réparation de ’ADN par I'induction de la réponse SOS ;
une activité recombinase, importante pour I'association a 'ADNsb et sa réparation par
recombinaison homologue '"%'2"; et une activité ATPase, nécessaire pour maintenir sa forme
active, pour I'échange correct des brins pendant la recombinaison homologue, et pour faciliter

la régression de la fourche de réplication 2.

La protéine RecA reconnait et s’attache a des fragments d’ADNsb formant un nucléofilament.
Ce nucléofilament existe en deux états : comprimé inactif en absence d’'ATP, et étendu actif
en présence d’ATP (Figure 36) "%,
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Figure 36. Nucléofilament de RecA-ADNsb

D’aprés '2%123_ Deux tours d’ADNsb couvert du filament de RecA polymérisé. Chaque sous-unité de
RecA se fixe a 3 bases sur 'ADNsb, et chaque tour d’ADNsb lie 6 monomeéres de RecA. Sur I'image A
le nucléofilament est attaché a I'ATP. L'image B montre le changement de la géométrie du
nucléofilament par I'attachement a 'ADP au lieu de 'ATP.

11.3.2.1. Activité co-protéase de RecA

Le nucléofilament actif (étendu) de RecA-ADNsb, méme en I'absence d’hydrolyse d’ATP '2,
interagit avec les homodiméres de LexA libres 8. Le nucléofilament actif induit I'activité
protéase du domaine C-terminal de LexA et cause son autoclivage '°. L’autoprotéolyse et la
séparation des diméres de LexA rendre accesible un marqueur de dégradation localisé dans
les domaines de liaison & ’ADN "7 pour la dégradation par les protéases ClpXP et Lon '26127,
Cette lyse résulte en la diminution de la concentration intracellulaire de LexA de 2 a 0,2uM, et
provoque la dissociation des homodimeres de LexA attachés aux génes du régulon,
permettant ainsi leur expression (Figure 37) 790128,
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Systéme SOS réprimé Systéme SOS induit
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M Pol o
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Géne SOS RecA® ATP
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TOTVL o) 20rond RecA SfiA
ADNsb™™\q Pol I, IV, V Arrét de la division cellulaire
Point de dommage a ’'ADN Stabilisation du réplisome,

Récombinaison homologue
Syntése translésionnelle

Figure 37. Régulation SOS par LexA et RecA
Adapté de 28

Cette réponse graduelle est adaptée dans le temps par rapport au niveau de dommage subi :
un bas niveau de dommage produit moins de nucléofilaments et active uniquement les génes
avec des faibles affinités pour LexA ; les génes induits par des niveaux plus importants de
dommage ont une affinité plus forte pour LexA. Ainsi, les génes activés en premier sont
chargés de la protection et de la maintenance structurelle du réplisome en tolérant les
dommages a I'ADN, ainsi que la diminution de la vitesse de déplacement de la fourche de
réplication pour permettre la réparation par excision des nucléotides (Nucleotide excision
repair, NER) (Error! Reference source not found.Error! Reference source not
found.)1°8*m'129.

L’activation de la réponse SOS induit I'expression de sfiA (sulA), un « checkpoint inhibiteur »
du cycle cellulaire bactérien, qui agit par I'inhibition de la polymérisation de FtsZ, un élément
structural du cytosquelette nécessaire pour la division cellulaire. Cet arrét du cycle cellulaire
donne a la bactérie le temps de se réparer'%109130,

La protéine LexA a une fonction de répression non seulement a I'état basal, mais aussi de
régulation négative aprés I'induction de la réponse SOS. Le géne lexA fait partie des génes
du régulon SOS et pourtant sa production constante sous I'induction du régulon permet de
'accumuler : quand le signal toxique disparait, LexA n’est plus clivée, ce qui permet a la
bactérie de retourner vers son état basal (Figure 37).

11.3.2.2. Activité recombinase de RecA et réparation SOS dépendante de ’'ADN

La protéine RecA est activement impliquée dans différentes voies de réparation de 'ADN par
induction de la réponse SOS comme décrit précédemment, par initiation de la recombinaison

Ana Catalina Hernandez Padilla | Thése de doctorat | Université de Limoges | 68
Licence CC BY-NC-ND 3.0



homologue et l'activation de Pol V, par stabilisation de la fourche de réplication, et par

priorisation des polymérases de synthése translésionnelle en réponse aux dommages'”’.

Face aux dommages aigus, les bactéries peuvent activer des réponses cellulaires pour
récupérer la structure normale de la séquence d’ADN. Les réponses plus conservatives
permettent le retour vers la structure originale sans mutations, par excision des éléments
endommagés (excision des bases, excision des nucléotides ou des « mismatch »)%. Dans la
réparation par excision nucléotidique (nucleotide excision repair, NER) le complexe UvrAB
reconnait le segment endommageé, UvrC coupe ce segment pour que I'hélicase UvrD l'enléve.
Le fragment est ensuite remplacé par 'ADN-polymérase | a haute-fidélité, et attaché au brin
réparé par la ligase®. UvrA, B, C et D font partie du régulon SOS, et sont induites t6t et par de

faibles niveaux de dommages'"".

Si le niveau de dommage augmente ou persiste, des mécanismes pour atténuer les
conséquences létales de l'arrét de la réplication de 'ADN sont mis en place. Ce deuxiéme
groupe de stratégies est dénommé « mécanismes de tolérance aux dommages » et inclut des
mécanismes « libres d’erreurs » (error free) comme la recombinaison homologue et la
recombinaison par régression de la fourche de réplication ; mais aussi des mécanismes sujets
aux erreurs (error prone) comme la synthése translésionnelle®.

Ces trois mécanismes partent d’'un événement commun : le blocage de la fourche de
réplication par la rencontre d’'une erreur. Dans le cas du stress oxydant, I'arrét du réplisome
peut étre secondaire a I'oxydation de la thymine ou des riboses®. Le réplisome peut se
déplacer en aval de la Iésion et créer de nouvelles amorces (primers) pour réinitier la
réplication en contournant le fragment endommagé. Ce fragment intermédiaire est donc un
segment d’ADNsb, protégé transitoirement par des SSB (protéines d’attachement a ’ADNsb ;
Single Strand DNA-Binding protein)'®®.

RecFor et RecBCD (régulés par la réponse SOS) recrutent RecA vers ’ADNsb, pour remplacer
SSB. L’attachement de RecA et la formation du nucléofilament actif permettent I'induction de
la réponse SOS, mais activent aussi son activité recombinase, nécessaire pour initier la
recombinaison homologue®:9°1%7,

11.3.2.2.1. Recombinaison homologue

Le nucléofilament actif RecA-ADNsb, dans ce contexte connu comme «filament
présynaptique », s’attache a ’ADNdb et forme un « filament synaptique » qui se déplace a la
recherche des régions d’homologie pour les utiliser comme base pour la réparation. Quand
une région d’homologie est découverte, I'échange des brins forme le filament postsynaptique
(Figure 38)''%'2_ Le filament synaptique interroge les sites d’homologie sur le chromosome
bactérien, mais aussi sur le brin jumeau (sister strand), produit de la réplication incompléte par
un mécanisme de régression de la fourche de réplication, également médié par RecA'?.

La réparation se finit par un événement de réplication médié par RuvABC (aussi régulé par la
réponse SOS). Ce type de recombinaison généralement ne produit pas de mutations, mais
augmente la probabilité de réarranger le chromosome par la recombinaison entre séquences
similaires'0®111114,
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Figure 38. Formation du filament postsynaptique a I’aide de RecA
Adapté de %°

11.3.2.2.2. Synthése translésionnelle :

Si le niveau de lésion est trop important pour étre complétement réparé, la synthése
translésionnelle est la derniére alternative pour permettre la réplication et la survie
bactérienne.

L’association de RecA avec les fragments d’ADNsb cause un clivage protéolytique sur UmuD
en I'activant. UmuD’ activée forme un complexe avec UmuC : ’ADN-polymérase V (UmuD’,C),
capable de continuer la réplication de 'ADN indépendamment des changements de bases
dans le site de Iésion grace a 'amplitude de son site catalytique. L’activité endonucléase sans
relecture des polymérases du systéme de synthése translésionnelle (Pol V [umuCD], Pol Il
[polB] et Pol IV [dinB]) entraine une probabilité élevée de mutagenése®®1%°,

Finalement, RecA joue un rdle régulateur sur la transcription et la réplication, aidant la
priorisation des voies de réparation utilisées par la bactérie. RecA stimule I'activité de la
topoisomérase |, responsable du contréle de la typologie de 'ADN, modulant I'activité
transcriptionnelle en réponse aux dommages''. Sur la fourche de réplication, RecA inhibe la
progression des réplisomes de Pol Il (actives pendant I'activité de réplication basale de la
bactérie), stimule la réplication par Pol ll, Pol IV et Pol V (des réplisomes de réparation
translésionnelle)'’?, et initie la recombinaison homologue qui, par un mécanisme de

compétition pour le substrat, limite la synthése translésionnelle’”.
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Chapitre Ill. Réponse SOS et résistance aux antibiotiques chez E. coli

L’induction de la réponse SOS a un impact sur I'apparition des résistances aux antibiotiques.
En plus de la réparation de I'ADN, l'activation SOS augmente la plasticité du génome et
I'apparition de mutations chromosomiques, et facilite le transfert horizontal de génes. De plus,
le répresseur universel du régulon SOS : LexA, régule aussi 'expression de génes portés par
des éléments génétiques mobiles ayant des fonctions de virulence ou de résistance aux
antimicrobiens %1%,

La plupart des antibiotiques utilisés actuellement sont des molécules produites ou dérivées de
composés d’origine naturelle. Pourtant, la sélection des mécanismes pour surmonter leur
action est le résultat de plusieurs siécles d’évolution, plus ancien que la découverte et
I'utilisation des antibiotiques pour le traitement des infections humaines %2,

D’un point de vue populationnel, la sélection des résistances apparait quand une partie de la
population originalement sensible développe une mutation ou acquiert des génes de
résistance par transfert horizontal, qui affectent I'action de I'antibiotique, préservant la survie
en présence de la molécule. L’antibiotique élimine donc la population encore sensible,
permettant la prédominance de la sous-population résistante.

Les stratégies de résistance sont classées en différentes catégories selon le mécanisme
moléculaire utilisé : la mutation de la cible (qui provoque une diminution de laffinité de
I'antibiotique pour son site de fixation) ; la diminution de la concentration intra-cellulaire de
I'antibiotique (par imperméabilité ou bien par I'activation des pompes d’efflux) ; I'inactivation
enzymatique de I'antibiotique ou finalement, le changement des voies métaboliques.

Tous ces mécanismes peuvent étre exprimés de fagon naturelle (intrinséque ou induite), ou
acquise (par la mutation de génes, ou par transfert horizontal des génes de résistance) (Figure
39)133_

Cibles des antibiotiques

X

Synthése de PARN Synthése de ’ADN
Rifamycine Fluoroquinolones

/ / Synthése des folates

Trimétoprime
Membrane cellulaire Sulfonamides
Daptomycine D ”:i’fy,_ﬂ mw

Paroi cellulaire
Betalactamines
Vancomycine \

o = - “
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@
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Figure 39. Résumé des cibles des antibiotiques et des mécanismes de résistance
Adapté de 33
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I.1. Réponse SOS et résistance aux antibiotiques

Plusieurs mécanismes de résistance mentionnés dans la Figure 39 passent par I'activation
de la réponse SOS pour étre acquis (mutations ponctuelles, réarrangement des cassettes de
résistance dans un intégron de classe 1), disséminés (transfert de I'élément intégratif
conjugatif SXT) ou exprimés (résistance plasmidique a la ciprofloxacine par I'expression du
géne qnrB2).

I.1.1. Résistance par mutations chromosomiques et réponse SOS

Bien que des mutations ponctuelles puissent apparaitre independamment de la réponse SOS,
I'activation de cette derniére contribue a la conservation des mutations par les mécanismes
de réparation expliqués dans la section 11.3.2.2.2. L’association entre I'induction de la réponse
SOS et 'augmentation de l'apparition de mutations chromosomiques a été démontrée a
différents niveaux (Figure 40) :

¢ L'incubation de E. coli avec H,O, 1 mM est associée a une augmentation des
mutations par un mécanisme de substitution de base (9,3-fois), de décalage du cadre
de lecture (66-fois) ou de recombinaison allélique principalement (22-fois)'3*.

e La déficience d’enzymes antioxydantes chez E. coli (mutant sodAsodB) est associée
a une augmentation du taux de mutations « spontanées » de 4 fois. Ce phénotype
disparait en croissance dans un milieu anaérobie ou par la complémentation du milieu
avec un antioxydant (mimétique de la superoxyde dismutase, SOD)'®.

e L'inactivation de recA et umuC chez E. coli (mutants recA56 et umuC122,
respectivement) diminue la fréquence de mutations par substitution de base en
croissance dans un milieu aérobie. La croissance de E. coli non muté en anaérobiose
diminue la fréquence des mutations « spontanées », alors que cela n’as pas d’effet
sur le niveau de mutations « spontanées » dans les mutants recA et umuC*'®.

e L’activation constitutive de la réponse SOS (souche E. coli recA730) est associée a
une augmentation du niveau des mutations spontanées. Pol IV (dinB) est responsable
d’'une augmentation de 3 fois, tandis que Pol V (umuDC) est associée a une
augmentation de 10 fois de la fréquence de mutations™’.

o L’exposition de E. coli a la radiation UV induit une augmentation de la concentration
de la protéine UmuD’ sous-unité de I’ADN-polymérase V, d’une fagon directement
proportionnelle a la fréquence de mutations exprimée par la résistance a la
rifampicine®.

e L’exposition de E. coli a des agents cancérogénes (N-2-acetylaminofluoréne ou
benzo(a)pyréne), induit 'apparition de mutations par décalage du cadre de lecture,
d’une facon SOS dépendante’*.

e Le blocage de l'induction SOS par un mutant exprimant un LexA non clivable (E. coli-
lexAS119A), inhibe I'évolution des souches résistantes a la ciprofloxacine (par
mutation ponctuelle du géne gyrA) et a la rifampicine (par mutation du géne rpoB) in
vivo et in vitro, aprés traitement avec la ciprofloxacine comme inducteur SOS™°,

e L’exposition de Mycobacterium tuberculosis aux dommages a ’ADN (par radiation UV,
mitomycine ou H202) cause une augmentation de 20-50 fois de la fréquence de
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mutants résistants a la rifampicine. Ces phénotypes n’ont pas été induits dans une
souche mutante recA. L’ADN-polymérase DnaE2 a été prouvée responsable de
'augmentation de la fréquence de mutations apres induction SOS, en causant des
lésions de type substitution des bases, phénotype attendu pour une polymérase
translésionnelle. Finalement, la délétion de dnaE?2 a été associée a une diminution de
la charge bactérienne a long terme, diminution de la virulence (mesurée par le
pourcentage de survie), et 'apparition de mutants résistants a la rifampicine dans un

modeéle murin d’infection".

¢ L'induction des mutations par radiation UV chez Caulobacter crecentus induit la
réponse SOS et I'expression des polymérases inductibles (dnaE2, imuA et imuB),
avec une augmentation conséquente de la fréquence des mutants résistants a la
rifampicine, par un mécanisme de mutation ponctuelle (transversions G :C — CG)'2.

e L’exposition de E. coli entéropathogéne (E22) a la ciprofloxacine ou a la zidovudine,
inducteurs de la réponse SOS dans un modele animal d’infection intestinale, résulte
en I'émergence de résistance a la rifampicine (3 fois plus fréquente que dans les
infections non traitées), minocycline et fosfomycine'.

e L’exposition de E. coli, P. aeruginosa, E. cloacae et S. aureus a différentes molécules
anticancéreuses (dont le mécanisme d’action est basé sur l'intéraction avec 'ADN),
cause a la fois I'induction de la réponse SOS, et 'augmentation de la fréquence de
mutants de E. coli résistants a la rifampicine, ainsi que de mutants de P. aeruginosa
résistants a 'imipénéme, de mutants de S. aureus résistants a la ciprofloxacine et de

mutants de E. cloacae résistants au cefotaxime'**.

H,0, rpoB (Résistance a la rifampicine)

Radiation UV gyrA (Résistance a la ciprofloxacine)
Ciprofloxacine

Zydovudine I
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Figure 40. Résumé des études sur la relation entre I'induction SOS et I'augmentation de la
résistance aux antibiotiques par mutation de la cible
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1.1.2. Expression et dissémination de génes de résistance par des éléments
génétiques mobiles, sous régulation SOS

L’activité de LexA n’est pas limitée au régulon SOS et s’étend a divers éléments génétiques
mobiles (EGM). Le contrdle de I'expression des génes portés par les EGMs par ce type de
réponse assure la limitation de leur expression pendant la phase de croissance normale de la
bactérie. Ce type de contrdle permet de diminuer le codt biologique (fitness cost)'* ou la lyse
cellulaire’® associés a I'expression de ces génes. Dans l'autre sens, linduction de leur
expression d’une fagon coordonnée a la réponse aux stress environnementaux, permet a la
bactérie d’exploiter les génes portés par 'EGM qui peuvent donner un avantage adaptatif.

1.1.2.1. Généralités des éléments génétiques mobiles

Les EGM sont des segments d’ADN qui codent pour des enzymes et protéines responsables
du mouvement de 'ADN entre réplicons ou entre bactéries. Le mouvement de 'ADN entre
procaryotes ou « transfert horizontal de génes » peut se faire par transformation, conjugaison
ou transduction®.

La transformation dénomme [l'acquisition d’ADN libre dans I'environnement. Ce type de
mouvement d’ADN peut étre exécuté uniquement par des bactéries en état
de compétence .

La transduction est une forme de transfert véhiculé par un virus bactérien nommé phage, qui
peut porter des génes bactériens de fagon accidentelle lors de son emballage (Figure 41, 1).

La conjugaison nécessite des éléments réplicatifs indépendant du chromosome, nommés
plasmides ou « éléments intégratifs et conjugatifs » (integrated conjugative elements, ICE),
parmi lesquels les transposons conjugatifs. Ce type d’élément génétique code pour des
protéines qui facilitent leur transfert de la bactérie donneuse a la bactérie receveuse (Figure
41, 2).

Les transposons non conjugatifs sont des fragments d’ADN capables de « sauter » d’'un
réplicon a un autre dans une méme bactérie. L’insertion des transposons dans le génome
bactérien est médiée par une transposase, codée par le transposon. En revanche, ces
transposons ne portent pas de génes codant leur mobilité entre bactéries ; leur insertion dans
un plasmide ou un phage peut entrainer leur transfert vers une autre bactérie (Figure 41, 3).

Les intégrons ne codent pas non plus ni pour leur réplication ni pour leur transfert mais
expriment une intégrase SOS-régulée qui peut entrainer des réarrangements de cassettes de
génes par recombinaison site-spécifique (Figure 41, 4) ¢,
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Figure 41. Transfert d’ADN entre bactéries
Adapté de 46

1.1.2.2. Bactériophages sous le contréle SOS

Un premier avantage de la régulation des EGM par la réponse SOS est la limitation de I'effet
délétére de leur expression constitutive. C’est le cas du contréle du cycle de vie des
bactériophages tempérés. Généralement ces phages intégrent leur génome dans le
chromosome bactérien ou il est répliqué en tant que prophage, en une étape nommée cycle
lysogénique ou quiescent (Figure 41, 1). Lors d’un stress conduisant au dommage de 'ADN,
ces phages activent leur phase lytique avec une réplication importante qui conduit a la lyse de
la bactérie hote'6148,

La répression dans ces cas est faite soit directement par LexA, en reconnaissant des
séquences type boite LexA dans les régions promotrices des génes du phage, ou de fagon
indirecte par I'expression d’un anti-répresseur régulé par LexA, qui a son tour neutralise
I'action du répresseur du phage'*®'4°,

Le transfert horizontal peut également faciliter la dissémination par transduction des génes de
résistance aux antibiotiques. Par exemple, I'exposition d’'une souche de Salmonella aux
fluoroquinolones, a induit, via la réponse SOS, I'excision d’un prophage de la bactérie,
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favorisant ainsi le transfert d’'un plasmide portant des génes de résistance aux antibiotiques

par transduction'°.

1.1.2.3. Dissémination et expression de génes de résistance aux antibiotiques
plasmidiques par induction SOS

Le systéme SOS induit également I'échange et I'expression de génes de résistance aux
antibiotiques portés par des plasmides.

Parmi les cibles extra-chromosomiques de la régulation SOS, il a été démontré que le géne
plasmidique de résistance aux quinolones gnrB2'®', ainsi que d’autres alléles de qnrB'*? sont
réprimeés par LexA (Figure 42).

+1 (Début de la région codante)

=35 =10 Séquence codant QnrB
(.JFJ."EE TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTETAT AR R AN AT B ,ECACA—RP.P.TFTE?G;TC?GEC!TET_E
qgnr87 TTGACGCATAACCTCATCAGGETTTACCATGACGCCAT THCTGTATARRAARACAGETAC- —AAP.TI TGECTCTEGCACTC
qn,rﬁ.'j‘ ATGACGCCATTAC TG TAT AARARARAC AL TAC -——ARATATGECTCTEECACTC
gnri84d  TTGGACCCGAGAGTTAAAACAGTTTACCATCTTGCAATCHCTETATARARARACAS T TAATCATIATCACTCTGGOGTTA
q‘ﬂ.’ﬂﬁ ATGACGCCATTACTETATARRAACAC AGEC AT - —AUAT";’EGACTCTGG CATTA
g8t TTGACGCATAACCCCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTETATAAMAARACAGE TAC -~ ARATITGGCTCTGGCACTC
gnrB7  TTGACGCATAACCTCATCAGGGTTTACCATCACGCCAT THCTETATARRA AR ACACHETAC -~ AMATRTGGCTCTGGCACTE
qrn."E‘H ATGACGUCATTHCTETACARRRASAC RCETAC- —AM'J:F'E‘L{GE TCTEGCACTC
qgnres TGGCTCTGGCACTE
qgrir870 TTeRCGCATAACGTCATARGE - T TACCAT G T T CTCATT TG A T AR A R A CACAGE CAT- —AGATATGACTCTGGCATTA
g1l ATGTTGTCATTAC TG TATARAARCACAGE CAT- --hﬁe‘xTﬁmnETE TGGCATTA
anﬂ‘ 12 TTGGACGCGAGGETTAAA A AT TTACCATGATGCAR TTACTE TATARAS CAGETTAMNTCATCATGACTCTGOGECATTA
qrrg13 ATCACGCCATTACTETATARAARANCAGETAC— AR Th TGECTCTEECACTC
qgnria T4 ATGACGCCATTACTGTATARRARARCAGETAC--ARA TR TGGCTCTGGCAC TC
qgnri3T1a ATGACGCCATTACTGTATARA AR ANCACETAC - —AAR TR TCECTCTGGCACTC
('ll'-"'.’E 16 ATGACGCCATTACTGTATATARAAACAGE TAC - J".?LD.'I‘I";TGG{'."E‘ETG{':E ACTC
qgrBT7 ATGACGCCATTACTOTATARAALAACACETAC-—ARATRTCECTCTGGCACTE
qnrig 18 ATGACCCCATTHOTGTATARARABNCAGETAC- —AANTATGECTCTEGCAC IO
qrani‘ 19 TrGRCECATAACETCATARGG-TTTACCATGGCOTCATTAC TG TATARAAACALAD ECAT-=-AGATATGACTCTGGOATTA
qgnrB2n ATGACGCCATTACTGTATARAARARCAGECAC—~ARATATCCOTCTGGCAC T

Figure 42. Alignement de la région promotrice de qnrB2 et des alléles de qnrB
Adapté de'®’

Les variants du géne qnr sont groupés en familles (A, B, C, D, S et VC), chacune avec un
nombre variable d’alléles, dont 71 connus pour gnrB. Qnr fait partie de la famille des
pentapeptides répétés, impliqués dans l'interaction entre protéines. Il fonctionne en s’attachant
a ’ADN gyrase et a la topoisomérase IV pour ainsi protéger la bactérie de I'activité inhibitrice
des quinolones'.

Les génes gnr et ses homologues ont été découverts dans le chromosome de différents types
de bactéries (g-Proteobacteria, Firmicutes, Actinomycetales), essentiellement aquatiques
(Aeromonas, Photobacterium, Shewanella, Vibrio), et qnrB particulierement, dans le complexe
Citrobacter freundii, bien avant la découverte et [I'utilisation des quinolones'™*. Leur
dissémination vers d’autres hbtes bactériens (K. pneumoniae, S. enterica, E. cloacae, K
oxytoca, E. coli, pour qnrB) suit leur incorporation dans une grande variété d’éléments
transposables (1S26, ISCR1, ISEcp1) '3,
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D’une fagon similaire, le plasmide pDIJ09-518a hébergeant le géne qnrD est capable d’induire
son expression via la réponse SOS, par un mécanisme d’accumulation des espéces réactives
du nitrogéne (RNS) en réponse a des concentrations sub-inhibitrices d’aminoglycosides '*°.

L’expression des génes de transposases, résolvases et éléments d’insertion est aussi
augmentée chez M. tuberculosis suite aux dommages a 'ADN par un mécanisme SOS-
dépendant "',

La dissémination de certains EGM est également régulée par la réponse SOS. Un premier
exemple est celui de I'élément intégratif et conjugatif SXT, chez Vibrio cholerae contenant des
génes conférant la résistance au chloramphénicol, sulfaméthoxazole, triméthoprime et
streptomycine. Cet élément conjugatif régule son propre transfert par I'expression d'un
répresseur SetR qui, comme LexA, est clivé par RecA lors de dommages a I'ADN™®.
L’intégrase des intégrons de classe 1, portés par des EGM (Figure 41, 4), est aussi régulée
par la réponse SOS permettant le réarrangement de cassettes de résistance et donc leur
expression ou acquisition.

1.1.2.3.1. Les intégrons

Initialement décrit en 1980 comme un élément génétique capable d’acquérir ou de perdre des
génes de résistance’’, un intégron est actuellement défini comme une plateforme génétique
composée d’'un systéme de recombinaison site-spécifique capable d’intégrer, exprimer et
réarranger des éléments d’ADN spécifiques dénommés « cassettes »'%¢"¢1,

La présence généralisée de ces éléments chez différentes espéces bactériennes,
essentiellement a Gram négatif suggére une dissémination horizontale. Cependant, les
intégrons ne possedent pas d’activité mobile par eux-mémes et sont portés par des EGM
comme les plasmides conjugatifs et les transposons'62163,

De part leur large variété et distribution, les intégrons sont classifiés de différentes fagons. Une
premiéere classification correspond a leur contexte génétique, qui les sépare en intégrons
chromosomiques et intégrons mobiles.

Les intégrons chromosomiques sont présents dans 17% des espéces bactériennes avec un
génome connu. Bien qu’il y ait des différences phylogénétiques, suggérant des événements
de transfert horizontal rares, les intégrons chromosomiques sont des structures sédentaires
dans le génome de I'héte, capables de collecter de vastes réseaux de cassettes '*°, ayant des
fonctions de résistance, virulence, d’ activité métabolique, de formation de biofilm'® ou de
modules toxine-anti-toxine '®*, bien que pour la plupart (80%) la fonction ne soit pas connue'®.

En revanche, les intégrons mobiles, portés par des plasmides ou transposons, contiennent un
nombre limité de cassettes (généralement pas plus d’une dizaine). Les cassettes sont diverses
en taille, fonction et en leur séquence « attC » ; site reconnu par l'intégrase de I'intégron pour
effectuer l'activité de recombinaison. Les cassettes identifiées a ce jour conféerent une
résistance a la plupart des classes d’antibiotiques*'! 163165,

Les cassettes sont généralement des cadres ouverts de lecture (open reading fames, ORF)
individuels de 500 a 1000 paires de bases, dépourvus de promoteur, couplés a un site de
recombinaison attC. Les cassettes, circulaires sous forme libre, son intégrées dans la région

¥l |_a haute prévalence des cassettes de résistance est conséquence de la sélection : de la pression
de sélection faite par I'utilisation des antibiotiques ; et du biais de sélection, puisque ce type de cassette
est plus activement recherché pour son intérét en clinique.
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variable de I'intégron par un événement de recombinaison spécifique entre les site att/ et attC,

catalysé par l'intégrase de I'intégron®®.

Le site aftC est localisé a I'extrémité 3’ du cassette et est composé par quatre sites
d’attachement a l'intégrase : R”, L”, L’ et R'. Les sites R’ (5-GTTRRRY) et R” (5-RYYYAAC)
sont des séquences palindromes séparées par une séquence intermédiaire de taille variable.
La présence des séquences palindromiques permet la formation d’'une structure secondaire
cruciforme en appariant R" et R', et L" et L', importante pour la reconnaissance par
lintégrase’%’.

La structure secondaire du site attC est plus importante pour son activité que la séquence en
soi, ce qui permet une certaine flexibilité sur la reconnaissance des différents sites attC par
Intl. Intl s’attache a la structure en épingle a cheveux formée par la structure secondaire de
'ADN ; le nucléotide qui dépasse de la formation sur le site L” détermine le brin qui sera
recombing, brin du bas, assurant la correcte orientation de la cassette dans I'intégron'®-""",

Actuellement plus de 500 cassettes ont été décrites avec des fonctions variables (Figure
43)'%5,

EGM

Résistance aux
antibiotiques
36%

Cassettes de
fonction inconnue

14%

Domaine conservé

Figure 43. Distribution des cassettes des génes par rapport a leur fonction
D’aprés 65,

La région conservée 5’ des intégrons mobiles contient trois éléments (Figure 44):

e Un geéne intl, codant I'intégrase de I'intégron, responsable d’'une recombinaison site-
spécifique’®. La séquence du géne intl de l'intégrase permet la classification des
intégrons en différents classes.

e Une séquence attl adjacente a intl, att/, qui est un site de recombinaison reconnu par
I'intégrase pour l'insertion des cassettes.

e Un promoteur Pc localisé soit dans la séquence int/ ou entre le géne intl et le site attl,
nécessaire pour I'expression des cassettes. Treize différents Pc ont été identifiés dans
les intégrons de classe 1, possédant différents niveaux d’activité. Chez les intégrons
de classe 1, la variété des séquences de Pc, localisé dans le géne de l'intégrase intl/1,
est associée a des variants de Intl1 dont I'activité de recombinaison varie 2. La
localisation des cassettes a I'intérieur de I'intégron est importante puisque I'expression
de ces cadres ouverts de lecture dépend du promoteur commun Pc, localisé dans la
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région 5’ conservée. La force d’expression de chaque cassette est donc directement
proportionnelle a sa proximité du Pc.

Parmi les intégrons mobiles, les intégrons de classe 1 sont les plus répandus en
clinique'™174

| Cassette

Figure 44. Structure d’un intégron mobile

Les intégrons de classe 1 ont été isolés dans 22 a 59% des infections cliniques par des
bactéries & Gram négatif " et leur présence est fortement associée a I'expression clinique de
résistance. En effet, la présence des intégrons de classe 1 ou 2 dans un isolat clinique
d’infection urinaire ou abdominale par une bactérie a Gram négatif est associée a I'expression
de résistance & au moins une famille d’antibiotiques™". Inversement, 'absence d’intégrons a
été montré comme un marqueur d’absence de résistance d’intérét clinique, avec une valeur
prédictive négative de 92,8%"7°.

L’intégrase d’intégron peut catalyser plusieurs types d’événements de recombinaison : i) une
recombinaison entre un site attC et le site aftl, permettant 'insertion d’'une cassette dans la
structure de l'intégron en premiére position par rapport aux autres cassettes, ii) une
recombinaison entre deux sites attC entrainant une excision de cassette(s) et le potentiel
rapprochement d’'une cassette distale plus proche du Pc facilitant ainsi son expression (Figure
45)167_

il | es betalactamines, aminoglycosides, fluorogquinolones et co-trimoxazole ont été testés.
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Figure 45. Activités de recombinaison de I'intégrase de I'intégron
Adapté de 70

L’intégrase de classe 1 a un codt bactérien (fitenss cost) faible '*°. Ceci explique I'avantage
de la régulation de son expression par la réponse SOS'” et la concordance entre le niveau
de fonctionnalité des intégrases, et leur pourcentage de régulation par LexA'’8. En effet, la
régulation de I'expression de I'intégrase est apparue t6t dans I'histoire évolutive des intégrons
chromosomiques, et les motifs d’attachement de LexA ont été perdus dans les souches
n’ayant pas ce type de régulation'’®. De maniére concordante, les souches ou l'intégrase n’est
pas régulée par la réponse SOS, portent une intégrase tronquée'’.

L’induction de la réponse SOS déclenche I'expression de Intl1 et augmente la fréquence de
recombinaison des cassettes. Comme mentionné précédemment, la réponse SOS peut
s’activer dans des contextes de stress ou par exemple, le réarrangement des cassettes peut
augmenter I'expression de certaines cassettes par leur rapprochement au Pc, générant des
nouveaux phénotypes qui facilitent I'adaptation et la survie bactériennes. Sa capacité de
recombinaison des cassettes a été démontrée dans un cas clinique qui met en évidence la
beauté de la recherche translationnalle. Une souche de P. aeruginosa résistante a la
ceftazidime a été identifié chez un patient. L’analyse de cette souche a permis d’identifier la
cassette blaoxa.s comme responsable de cette résistance, en 2°™ position dans un intégron.
De facon intéressante, le premier isolat chez le premier patient de cette épidémie était sensible
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a la ceftazidime, car le géne blaoxa-2s, était alors en 3éme position dans l'intégron et n’était pas
exprimé. Le changement de phénotype de cette souche a été consécutif a 'administration de
métronidazole chez ce patient. Or le métronidazole a la capacité d’induire la réponse SOS, ce
qui a entrainé un réarangement des cassettes par excision d’'une des cassettes résultant au
rapprochement de la cassette blaoxa-2s plus prés du Pc et 'expression de résistance a la
ceftazidime .
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Objectifs

Le sepsis est une urgence médicale qui constitue un probléme de santé publique mondial®.
Les recherches actuelles dans ce domaine visent a mieux comprendre les facteurs de ce
syndrome pour limiter I'évolution vers la défaillance d’organes et le décés. La mortalité
attribuée au sepsis est influencée a la fois par des facteurs de I'h6te et du pathogéne, dont le
niveau des granulocytes immatures (GI) circulants®® et l'adaptation du pathogéne?,
respectivement, sont déterminants.

Les fonctions de défense face aux pathogénes telles que la phagocytose et la production
d’especes réactives de l'oxygéne (ROS) sont diminuées chez les Gl par rapport aux
neutrophiles*®%45%8 | a réponse SOS bactérienne est un mécanisme de défense d’adaptation
de la bactérie vis-a-vis de différents stress, qui peut étre induite par les ROS.

Ce travail part donc de I'hypothése que la faible production de ROS produits par les Gl pourrait
déclencher la réponse SOS bactérienne qui elle-méme serait responsable de I'acquisition ou
de I'expression de résistances aux antibiotiques.

En concordance, notre objectif principal a été d’évaluer la capacité des Gl et des neutrophiles
d’induire la réponse SOS bactérienne, en fonction de leur activité phagocytaire et de leur
production de ROS, et d’étudier 'impact de cette induction sur I'expression SOS-dépendante
de résistances aux antibiotiques.

Pour ce faire, dans une premiére étape nous avons développé un modéle d’incubation de E.
coli avec des Gl ou neutrophiles, qui permet I'évaluation simultanée de la phagocytose, la
production de ROS et I'induction de la réponse SOS in vitro et ex vivo.

Compte tenu de l'association entre l'induction SOS et I'expression des résistances aux
antibiotiques, dans une deuxiéme étape, nous avons voulu évaluer la capacité des Gl et des
neutrophiles d’induire I'expression de résistances aux antibiotiques par deux mécanismes
représentatifs de résistance SOS-dépendante : I'expression d’'un géne de résistance porté par
un plasmide "' et I'expression de l'intégrase de lintégron, dont l'activité d’excision peut
entrainer un réarrangement des cassettes de génes et ainsi un changement du phénotype de
résistance'’"178,
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Matériels et Méthodes

I.1. Développement d’un modéle pour suivre I'induction de la réponse SOS aprés
interaction Granulocyte-Bactérie in vitro et ex vivo

Dans le cadre de ce travail, nous avons mis au point un modéle facilement adaptable in vitro
et ex vivo pour suivre dans le temps des variables immunologiques (la phagocytose et la
production des ROS) et bactériennes (induction de la réponse SOS). Ce modéle basé sur la
fluorescence est quantifiable par cytométrie en flux et visible par microscopie confocale.

1.1.1. Sources des granulocytes matures et immatures

Le modéle d’incubation de E. coli avec des cellules eucaryotes a été travaillé in vitro, en
utilisant des granulocytes immatures et des neutrophiles différenciésc a partir de la lignée
cellulaire HL-60. Une fois structuré, ce modele a été utilisé pour les analyses ex vivo, avec des
granulocytes immatures et neutrophiles humains de donneurs sains ou de patients.

1.1.1.1. Différenciation des HL-60 en granulocytes matures et immatures

La lignée cellulaire HL-60 est dérivée des cellules de leucémie myéloblastique humaine,
équivalentes des cellules promyélocytaires. La différenciationc de ces cellules vers des
monocytes peut étre induite par le 1a25-dihydroxyvitamine Ds, ou bien vers des neutrophiles
avec 'acide rétinoique 18182,

1.1.1.1.1. Modeéle de différenciation des HL-60

Le protocole de différenciationc des HL-60 a été développé en collaboration avec une autre
doctorante, Stecy Chollet®’. Il permet d’obtenir des neutrophiles au bout de 10 jours aprés
induction avec 1uM d’acide rétinoique dans du milieu RPMI 1640 (Eurobio) supplémenté avec
10% de sérum de veau foetal inactivé a 56°C (Deutscher) et 1% d’acides aminés (Gibco), de
glutamine (Gibco), de pyruvate (Gibco), et de vitamines (Gibco). Les cellules ont été incubées
en suspension a 37°C et 5% de CO.. Le volume de milieu de culture a été ajusté tous les 2
jours pour maintenir une concentration de 5.10° cellules par mL.

Le niveau de maturation a été suivi par la caractérisation des changements histologiques et
d’expression des marqueurs de surface (Figure 46).
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Figure 46. HL-60 au cours de la différenciation

En haut, suivi par I'expression de CD16 et CD11b par cytométrie en flux. En bas, des images de microscopie aprés coloration de May-Griinwald-Giemsa. Les
neutrophiles (fléches orange clair) sont définies par leur expression augmentée de CD16 (CD16"), expression de CD11b (CD11b+), et la forme polylobée du
noyau. Les granulocytes immatures (fléches en brun) sont caractérisés par I'expression diminuée de CD16 (CD16""), I'expression de CD11b* et la forme en
bande du noyau. D’aprés 7.
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1.1.1.1.2. Tri des granulocytes matures et immatures

Les cellules ont été récupérées aprés 10 jours de différenciation, quantifiées sur lame de
Malassez, et marquées avec des anticorps anti-CD11b-FITC et anti-CD16-Vioblue (Miltenyi,
0,5uL pour 10° cellules) pour permettre la séparation des granulocytes immatures des
neutrophiles sur le trieur cellulaire BD FACSAria lll.

Les anticorps REALease de chez Miltenyi ont été choisis pour leur capacité a étre lysés aprés
tri, ce qui libére les récepteurs membranaires et enléve les fluorophores pour éviter les
interactions avec les expériences ultérieures.

Le tri cellulaire, a un débit moyen de 5000 cellules/seconde et une efficacité >80%, a permis
de récupérer 1.107 granulocytes immatures (Gl) et 7.10° neutrophiles en 5 heures. Les cellules
ont été récupérées dans du milieu RPMI 1640 supplémenté et maintenues a 4°C pendant le
tri.

Une acquisition de 5000 événements des cellules triées a confirmé la pureté de I'échantillon

>90%) (Figure 47).
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Figure 47. Représentation en Dot-plots des HL-60 aprés 10 jours de différenciation avant et aprés
tri cellulaire

Les granulocytes ont été séparés du débris par une premiere fenétre SSC/FSC, qui classe les
évenements acquis par structure (Side scatered channel SSC) et taille (Forward Scattered channel
FSC). Le marquage des récepteurs de membrane CD16 et CD11b a été utilisé pour identifier les
Neutrophiles (CD16M"/CD11b*), et les Granulocytes immatures (CD16"°%/CD11b*). Aprés tri, les
neutrophiles et les granulocytes immatures récupéréss dans des tubes différents ont atteint une pureté
de 92.6% et 91.4%, respectivement.

La quantité finale des GI-HL60 et Neut-HL60 a été suspendue dans du RPMI 1640
supplémenté a une concentration finale de 5.10° cellules/mL.
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1.1.1.2. Granulocytes immatures et neutrophiles humains

Pour I'étude de la fonctionnalité des granulocytes immatures et des neutrophiles d’origine
humaine, nous avons utilisé quatre types de cellules récupérées des échantillons de sang
périphérique :

Des granulocytes immatures provenant de patients septiques (Gl-sepsis). Les
échantillons de sang des patients septiques ont été collectés uniquement si le patient
remplissait les critéres suivants : avoir un diagnostic de sepsis de moins de 24 heures,
étre admis dans le service de réanimation et avoir >80% de Gl dans le sang
périphérique d’aprés la quantification par cytométrie en flux. Les patients inclus
n’avaient pas des antécedents médicaux. Les fonds de tube des échantillons de sang
contenant des Gl sont enregistrés et conservés au sein du centre de Ressources
Biologiques du CHU de Limoges. Les caractéristiques des patients sont résumées
dans le Tableau 5

Des granulocytes immatures de donneurs sains (Gl G-CSF). Les Gl sont normalement
absents du sang périphérique chez les sujets sains. Cependant, les donneurs de
cellules souches hématopoiétiques regoivent du facteur stimulant des colonies de
granulocytes (G-CSF) pour induire la libération des cellules souches hématopoiétiques
(CD34+) de la moélle osseuse et permettre leur étude a partir d’'un échantillon de sang
périphérique. Les fonds de tube des échantillons de sang contenant des Gl sont
enregistrés et conservés au sein du centre de Ressources Biologiques du CHU de
Limoges. La viabilité des granulocytes a été évaluée par I'ajout du marqueur de viabilité
cellulaire « DAPI », et la proportion des cellules viables a été calculée par cytométrie
en flux.

Des neutrophiles de donneurs sains (Neutrophiles). Les neutrophiles utilisés
provenaient de sujets sains aprés signature d’'un consentement éclairé et évaluation
médicale, par le Centre d’Investigation Clinigue du CHU de Limoges (CIC-1435).

Des neutrophiles d'un patient atteint d’'une granulomateuse chronique familiale (Neut-
CGD). Pendant le déroulement de cette étude, nous avons eu I'opportunité de recueillir
un échantillon de sang d’un patient ayant une déficience de la sous-unité gp91°"* de
la NADPH-oxydase, dans le cadre de son suivi clinique de routine.

Tableau 5. Caractéristiques cliniques des patients septiques inclus.

D
d’?:::lusion Age Sexe Site d'Infection Pathongéne
Patient1  14/06/2022 36 F Urinaire Proteus mirabilis
Patient2  11/06/2022 28 F Bactériémie Serratia marcescens
Patient 3  14/05/2022 60 F Bactériémie Pseudomonas aeruginosa
Patient4  10/04/2022 58 F Urinaire Escherichia coli
Patient5 17/03/2022 23 M Intra-abdominale Escherichia coli et Streptococcus constellatus

Les échantillons de sang périphérique de tous les patients et donneurs sains ont été prélevés
au Centre Hospitalier Universitaire de Limoges (CHU de Limoges) en France, conformément
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aux principes éthiques de la Déclaration d'Helsinki et avec I'approbation du comité d'éthique
local (numéro CPP : 18.11.30.42116 ; Clinicaltrial.gov : NCT03846596).

1.1.1.2.1. Tri des granulocytes matures et immatures humains

Les Gl et les neutrophiles contenus dans les échantillons de sang ont été triés parmi les autres
cellules du sang grace au tri magnétique négatif en utilisant le kit « EasySep Direct Human
Neutrophil Isolation » (STEMCELL). 5 mL de sang périphérique ont été incubés avec le
cocktail d’anticorps a une concentration de 50uL/mL selon les instructions du fabricant. Ce
cocktail contient des anticorps dirigés contre des marqueurs présents sur les cellules
hématopoiétiques autres que les neutrophiles, et absents chez ces derniers. L’échantillon est
incubé avec le cocktail puis des particules magnétiques « RapidSpheres » capables de
s’attacher aux anticorps sont ajoutés. L'ensemble est placé dans un aimant et les cellules
enrobées par les anticorps magnétisés se fixent sur les parois du tube, ce qui permet la
récupération des granulocytes en suspension. Le processus a été répété deux fois pour
augmenter la pureté de la population granulocytaire. La quantité finale de granulocytes a été
déterminée a I'aide du compteur cellulaire automatisé Countess 3FL (Invitrogen) et la pureté
(>90%) a été vérifiée par cytométrie en flux aprés marquage avec les anticorps suivants :
CD45-AmCyan, CD15-BV650, Lin-FITC**, CD11b-APCCy7, CD16-PECy7, et le marqueur de
viabilité « Flixable Viability Dye-Viakrome 808 » (Figure 48).

XX « Lin » fait référence au cocktail d’anticorps ciblant des marqueurs des cellules lymphocytaires :
CD3, CD19, CD20, CD56, CD123.
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Figure 48. Vérification de la pureté des granulocytes aprés tri magnétique négatif par cytométrie
en flux

Un échantillon de sang total (A et C) et un du produit de tri (B et D) ont été marqués par les anticorps
CD45-AmCyan, CD15-BV650, Lin-FITC, CD11b-APCCy7, CD16-PECy7, et le marqueur de viabilité
« Flixable Viability Dye-Viakrome 808 ». La stratégie de gating pour l'identification des granulocytes
immatures et neutrophiles est presentée sur ces dot-plots. La premiére fenétre a gauche permet
l'identification des cellules par leur taille structure (SSC/FSC), puis, des cellules viables par le marquage
de viabilité (Live/dead cells/FSC-A). Parmi les cellules viables, les dérivés myéloides sont identifiés par
leur expression de CD45. Les granulocytes sont des cellules CD15+/Lin-. L’identification des
granulocytes immatures (C et D) des neutrophiles (A et B) est faite par le niveau d’expression du
marqueur CD16. Les cellules différentes des granulocytes (CD45+/Lin+/CD15-), présentes dans le sang
total (A et C), ont été éliminées avec succes apres le tri magnétique négatif (B et D), atteignant une
pureté de 94,3% pour les neutrophiles (B), et de 85,6% pour les granulocytes immatures dans cet
exemple. D'aprés .

Les granulocytes immatures ou neutrophiles ont été suspendus dans du RPMI 1640
supplémenté a une concentration finale de 5.10° cellules/mL.
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1.1.2. Souches et plasmides

Les souches de E. coli utilisées dans ce modele expriment la protéine mCherry de fagon
constitutive pour permettre leur identification par cytométrie en flux et microscopie confocale
(bactéries rouges, mCherry+). Le choix de cette fluorescence a pour objectif de i) différentier
les bactéries des débris ; ii) d’identifier les granulocytes ayant fait la phagocytose, par
'augmentation d’intensité de fluorescence rouge au cytométre ; iii) de visualiser les bactéries
rouges dans les granulocytes par microscopie confocale.

La visualisation de I'induction de la réponse SOS par un modéle de fluorescence a été réalisée
a l'aide du plasmide pPsfiA::gfp portant une fusion transcriptionnelle entre le promoteur de sfiA
« PsfiA », qui posséde une boite LexA, et le gene gfp (Figure 49). Ce promoteur a été choisi
car son expression est induite rapidement (dés 5 minutes) aprés induction de la réponse SOS
(Figure 34)""". Les souches et plasmides utilisés dans ce modeéle sont résumés dans le
Tableau 6.

Chromosomal mCherry

E. coli MG1656

ROS 4

PsfiA / 9P pefins / gl gl /
pPsfiA::gfp pPsfiA*::gfp p-gfp pPsfiA::gfp

B aph(3’)-lla aph(3’)-lla \ aph(3)-lla aph(3)-lla
c _
& g & &
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Figure 49. Schéma des souches et plasmides utilisés dans ce modéle

Les souches E. coli MG1656-mCherry et son dérivé E. coli MG1656-lexAInd3-mCherry, portant un géne
mcherry chromosomique d’expression constitutive ont été transformées avec les plasmides rapporteurs
pPsfiA::gfp, pPsfiA*::gfp ou p-gfp (A). Les phénotypes attendus pour chaque souche sont représentés
par des bactéries rouges ou rouges-vertes (B). Des dot-plots d’une acquisition des cultures de chaque
souche mettent en évidence ce phénotype par cytométrie en flux. L’axe des abscisses correspond au
niveau de fluorescence émis par la GFP. Le rectangle noir défini les bactéries exprimant la GFP (C).
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Tableau 6. Souches et plasmides utilisés dans le modéle SOS

Souches de E. coli

Nom Description Référence
E. coliMG1656- | MG1656 portant le géne mcherry au site Aatt, avec une 183
mCherry expression constitutive de mCherry.

E. coliMG1656- | MG1656-lexAlnd3 portant le géne mcherry au site Aatt, avec

lexAlnd3- une expression constitutive de mCherry. Geéne lexA muté Cette étude
mCherry empéchant 'autoprotéolyse de LexA
Plasmides

Plasmide pSU38Atot/acZ portant une fusion transcriptionnelle

PsfiA::gft de la région promotrice de sfiA « PsfiA » et du géne gfp ; et Collection du
P ~g'p hébergeant le gene aph(3’)-lia (confére la résistance a la laboratoire
kanamycine, expression constitutive).
PsfiA* qf pPsfiA ::gfp dans lequel la boite LexA de PsfiA est mutée Collection du
P ~g'p (empéche la fixation de LexA a sa boite) laboratoire

Plasmide pSU38AtotlacZ portant le géne gfp sans promoteur,
p-gfp et le géne aph(3’)-lla (confere la résistance a la kanamycine, Cette étude
expression constitutive).

1.1.2.1.1. Construction de la souche mCherry-lexAind3

La souche mCherry-lexAlnd3, exprimant de fagon constitutive la protéine mCherry a été
construite par transduction de la cassette km-frt-mcherry'®® a partir d'un lysat P1 au site Aatt
d'une souche réceptrice E. coli MG1656-/exAlnd3, pour donner la souche MG1656-lexAlnd3-

km-frt-mcherry.

La résistance a la kanamycine a été supprimée dans une deuxiéme étape en utilisant une
recombinase FLP, comme décrit précédemment'®. Les colonies produites, MG1656-
lexAlnd3-mcherry ont été criblées par s€équengage Sanger pour la présence du géne mcherry
au site Aaft et la perte du géne de la kanamycine a l'aide des amorces décrites dans le
(Tableau 7) et par cytométrie en flux pour I'émission de fluorescence a 610 nm.

Tableau 7. Amorces utilisées pour confirmer I'insertion de la séquence mcherry au site Aatt

Nom de I'amorce Séquence (5— 3) Référence
AATT-ext5 GGCGATAAATTGCCGCATCG 183
MATT-ext3 TGCCACCATCAAGGGAAAGCCC

1.1.2.1.2. Construction du plasmide p-gfp

Le plasmide p-gfp a été construit a partir du plasmide pPsfiA*::gfp par la délétion de la
séquence PsfiA*, en utilisant les amorces DelPsfiARev et DelPsfiAFwd (Tableau 8), et le kit
de clonage In-Fusion HD (Clontech). La délétion a été confirmée par séquengage Sanger en
utilisant les amorces Km-verif-3 et MRVD-2 (Tableau 8), et par la perte de fluorescence GFP
quantifiée par cytométrie en flux.
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Tableau 8. Amorces utilisées pour déléter la séquence PsfiA* du plasmide pPsifA*::gfp et la

séquencer
Nom de 'amorce Séquence (5> 3’) Référence
DelPsfiARev GATCCATTATTTTCGTAGTTAAGAATTCGAT Cette étude
DelPsfiAFwd CGAAAATAATGGATCCTAAAGGAGAAGAACT
Km-verif-3 GGATTCATCGACTGTGGCCG Collection du
MRVD-2 TTCTGCTGACGCACCGGTG laboratoire

1.1.3. Modéle pour suivre I'induction de la réponse SOS chez E. coli par les Gl et les
neutrophiles

Les différentes bactéries du modéle (Tableau 6), ont été cultivées sur la nuit a 37°C sous
agitation a 300 rpm dans du milieu Luria-Bertani (LB) avec de la kanamycine (25 ug/mL). Une
dilution au 1/100°™ de cette culture dans le méme milieu a été incubée pendant 2 h dans les
mémes conditions jusqu’a atteindre une DOgoo de 0,6 — 0,8.

La culture a été centrifugée a 5000 rpm pendant 5 min a 4°C et le culot de bactéries suspendu
dans du RPMI 1640 supplémenté pour arriver a une concentration de 10.108 bactéries par mL.

Les Gl ou neutrophiles, indépendamment de leur source, ont été incubés en parallele avec les
E. coli du modéle (Tableau 6) a un ratio de 200 bactéries par cellule, en suspension dans du
milieu RMPI 1640 supplémenté, et dans un bain marie a 37°C pendant 10, 30, et 60 minutes.

Au bout de ces temps, la sonde CellROX Deep Red (Thermofisher) a été rajoutée pour
visualiser la présence des ROS. Cette sonde n’est pas fluorescente a I'état réduit, et elle émet
de la fluorescence a 665 nm aprés oxydation par le superoxyde (O2") ou le radical hydroxyle
(*HO). Les échantillons doivent étre incubés pendant 30 minutes additionnelles avec la sonde
dans les mémes conditions, pour un temps total de 40, 60 et 90 minutes d’incubation.

Pour visualiser la phagocytose et l'induction de la réponse SOS a des temps d’incubation
inférieurs (10 et 30 minutes), des conditions ont été ajoutées en présence de la sonde CellROX
pendant les mémes temps dans un bain marie a 37°C. Une condition avec le mélange de
granulocytes et bactéries en présence de la sonde sans incubation a été fixée comme
condition de temps 0.

Des conditions de bactéries seules et granulocytes seuls ont été effectuées en paralléle dans
les mémes temps, comme contréles de « non-induction ». Un aliquot supplémentaire de
bactéries a été incubé dans du milieu contenant de la ciprofloxacine (25 ng/mL, MIC of the
E.coliMG1656), inducteur de la réponse SOS, pour confirmer la capacité du modéle a induire
la réponse SOS.

Pour vérifier que I'induction de la réponse SOS quantifiée parmi les bactéries phagocytées
n’était pas été liée a I'ajout de la sonde CellROX, cette expérience a été répétée pour les
conditions contenant la souche E. coli-MG1656-mCherry/pPsfiA::gfp en incubation avec les
granulocytes, en remplagant la sonde par du milieu de culture (RPMI 1640 supplémenté), a
un volume identique.
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1.1.3.1. Pré-stimulation des granulocytes des donneurs sains

A différence des granulocytes des donneurs sains, les Gl provenant des patients septiques
ont été pré-stimulées (« primed ») par contact avec des molécules pro-inflammatoires liées a
l'infection (DAMPS, PAMPS, cytokines, etc).

Afin d’evaluer l'effet de la pré-stimulation des granulocytes de donneurs sains (Gl des
donneurs de cellules souches hématopoiétiques, et Neutrophiles) sur la phagocytose, la
production de ROS et I'induction de la réponse SOS, nous avons incubé les granulocytes de
donneurs sains avec du plasma d’un patient septique. Apres tri (section 1.1.1.2.1 de M&M,
page 87), les granulocytes ont été incubés avec 100uL de plasma provenant d’'un patient
septique, pendant 10 min a 37°C dans le bain marie. Aprés incubation, les granulocytes ont
été lavés avec du PBS, centrifugés a 300 G pendant 5 minutes, et les celluules ont été
suspendues dans du milieu RPMI 1640 suplémenté & une concentration de 5.10° cellules/mL.

1.1.3.2. Quantification de la phagocytose, et de la production de ROS par cytométrie en
flux

Apres incubation aux temps indiqués précédemment, le marqueur de viabilité DAPI™ a été
ajouté et incubé pendant 5 min a 'abri de la lumiére, puis les échantillons ont été fixés avec
du formaldéhyde 4%, et acquis sur le cytométre en flux Cytoflex LX, Beckman coulter.

Prenant en compte la différence de taille entre les bactéries et les granulocytes, et pour
augmenter la sensibilité, chaque échantillon fixé a été acquis en deux temps :

- Une premiere acquisition était réglée pour l'identification des cellules Figure 50.
Cette acquisition permettait d’'identifier les granulocytes viables par I'absence de
marquage DAPI. Parmi ces cellules, la phagocytose était mesurée grace a
'expression de fluorescence rouge par les bactéries. Les granulocytes ayant
phagocyté des bactéries auront une fluorescence augmentée sur le canal
d’acquisition de mCherry+. Parmi les granulocytes phagocytaires, l'intensité de
fluorescence émise par la sonde CellROX est un indicateur indirect de la quantité
des ROS produits par le granulocyte. Finalement, parmi les cellules phagocytaires,
celles contenant des bactéries avec une réponse SOS induite ont été identifiées
par I'expression de la fruorescence verte, bactéries GFP+.

Les valeurs acquises par cytométrie en flux permettent la quantification de deux
types de variables : la proportion des cellules contenant des bactéries rouges
mCherry+ ou rouges et vertes mCherry+/GFP+, et l'intensité de fluorescence émise
par ces cellules. La moyenne d’intensité de fluorescence (Mean Fluorescence
Intensity ; MFI) pour la mCherry refléte donc la quantité de bactéries contenues par
cellule phagocytaire, tandis que la MFI pour GFP représente a la fois la quantité de
bactéries mCherry+/GFP+ et la quantité de GFP exprimée par bactérie.

** DAPI ou 4’,6-diamidino-2-phenylindole est un fluorochrome avec une forte affinité pour les séquences
riches en AT de ’TADN. Comme sa pénétration a travers des membranes intactes est moins efficace, ce
marqueur est utilisé pour identifier les cellules non viables '8
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Figure 50. Stratégie de gating pour I’analyse de granulocytes (Gl ou neutrophiles) et des bactéries phagocytées, production de ROS et réponse SOS
Les granulocytes ont été identifiés par leurs caractéristiques de taille/structure. Les granulocytes singlets ont été sélectionnés et parmi eux, les cellules vivantes
(A). Dans la fenétre des granulocytes vivants, les évenements de phagocytose ont été identifiés par 'augmentation en intensité de fluorescence correspondant
a mCherry (rouge). L’acquisition des granulocytes incubés seuls a été utilisée pour placer la fenétre correspondant a la phagocytose (B). La moyenne d’intensité
de fluorescence (MFI) des ROS a été utilisée comme rapporteur de la quantité de ROS produits par les cellules, avec intérét particulier pour les granulocytes
phagocytaires (C). L'induction de la réponse SOS a été quantifiée dans la fenétre des granulocytes ayant phagocyté des bactéries mCherry, par le suivi de
'augmentation de la MFI de la GFP. L’acquisition des bactéries « p-gfp » a aidé a positionner la fenétre des évenements GFP+ (D).

Ana Catalina Hernandez Padilla | Theése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0

93



- Une deuxiéme acquisition a été réglée pour les bactéries non phagocytées (Figure
51) et a permis d’estimer le niveau d’expression de la GFP sous controle de PsfiA
chez ces bactéries.

Tous les évenements Bactéries mCherry+ Bactéries mCherry+/GFP+
10° = o .
10 .
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10 o] / ol R
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Figure 51. Stratégie de « gating » pour I’analyse des bactéries non phagocytées
Les bactéries non phagocytées ont été différenciées des débris par fenétrage FSC-W/FSC-H '8, Un
deuxieme histogramme permet identifier mCherry+. Sur ces bactéries, 'émission de fluorescence a
509 nm de la GFP a permis l'identification des bactéries ayant induit la réponse SOS.

1.1.3.3. Visualisation de la phagocytose, production de ROS et de la réponse SOS par
microscopie confocale

Aprés incubation et perméabilisation des granulocytes avec du formaldéhyde 4%, les
échantillons ont été traités par le CytoPainter Phalloidin-iFluor 405 Reagent (Abcam) et
incubés 30 min a 4°C protégés de la lumiére pour marquer les filaments d’actine. L’excés de
Phaloidine a été enlevé par lavage avec du PBS, et le culot a été suspendu dans 25 uL de
PBS et déposé sur une lame de microscopie (SUPERFROST® PLUS, Thermofisher). Les
images ont été acquises sur le microscope LSM880 Zeiss, et analysées a I'aide du programme
IMARIS 9.6 software (Bitplane).

I.2. Modéles pour mesurer I'impact biologique de la réponse SOS intra-phagosomale
par ’expression des résistances aux antibiotiques

L’expression des résistances aux antibiotiques via I'activation de la réponse SOS parmi les
bactéries phagocytées a été mesurée a travers deux approches : la quantification de I'activité
d’excision de lintégrase de l'intégron, et I'expression du géne gnrB2, responsable de la
résistance aux quinolones.

1.2.1. Quantification de I’activité d’excision de I'intégrase de I'intégron

La quantification de 'activité d’excision de l'intégrase de I'intégron a été basée sur un modéle
décrit préalablement'”'®”  Brigvement, le modéle mesure la capacité de lintégrase de
I'intégron a catalyser la recombinaison entre deux sites attC, causant I'excision de la cassette
localisée entre ces deux sites. L’événement d’excision est donc mesuré grace a I'expression
d’un géne localisé en aval de la cassette. Quand la cessette est présente, elle est exprimée
et le géne en aval est silencieux car trop loin du promoteur. Quand la cassette est excisée, le
gene en aval rapproché du promoteur est alors exprimé.

Ce modele utilise un systeme a deux plasmides : un plasmide dit « d'induction » contenant le
gene intl1, et un deuxiéme plasmide dit « rapporteur », contenant la construction avec la
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cassette et le géne en aval. Nous avons utilisé la séquence du géne int/1 codant pour
I'intégrase avec la plus grande efficacité de recombinaison (appelé dans cette étude intl1w)

1.2.1.1. Les plasmides d’induction

Deux types de plasmides d’induction ont été utilisés dans ce travail :

Pour évaluer la sensibilité de la cytométrie en flux pour quantifier I'activité
d’excision de l'intégrase, le plasmide p734 (Tableau 9) résultat du clonage du géne
intl1 sous le contréle du promoteur PBAD dans le plasmide pBAD18 a été utilisé'®".
L’expression de lintégrase dans cette construction est donc inductible par
I'incubation des bactéries dans un milieu contenant de I'arabinose .

Un plasmide pBAD18 sans le géne intl1 a été transformé dans une souche portant
le plasmide rapporteur, comme contréle de l'absence d’excision en absence
d’'intégrase’®®.

Pour évaluer la capacité d’excision de lintégrase, aprés induction SOS, un

plasmide d’induction pZE1-Intl1w avec le géne de l'intégrase int/1 sous le contréle
de son propre promoteur a été utilisé 7.

Le plasmide pZE1-mcs1 sans le géne intl1 a été transformé dans une souche
portant le plasmide rapporteur, comme controle de l'absence d’excision en
absence d’intégrase.

Le plasmide pZE1-IntlwlexAmut2 a été utilisé comme témoin positif de I'activité
d’excision de l'intégrase sous son propre promoteur a I'état déréprimée, par
mutation de lala boite LexA localisée dans le promoteur de int/1'” (Tableau 9).

Tableau 9. Plasmides d’induction

Plasmides

pBAD18 oricoe1r AmpR 189
p734 intl1w cloné dans le plasmide pBAD18 187
pZE1-mcs1 Plasmide pZE12-mcs1 sans promoteur

pZE1-Intl1w intlTw cloné dans le plasmide pZE1-mcs1 .
pZE1- pZE1-Intl1w portant les substitutions TAA-N10-CAG et CTG-
IntlwlexAmut2 E e1 )?AACT dans la boite lexA pour empécher I'attachement de

.2.1.2. Les plasmides rapporteurs

Les plasmides rapporteurs utilisés avaient un promoteur commun (Plac), suivi par un géne de
résistance au chloramphénicol flanqué de deux sites attC (attCaadar-cat(T4)-attCycr2), €t un
géne rapporteur aac6'-lb* (p6851) ou gfp (PExCatGFP)(Tableau 10).
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Tableau 10. Plasmides rapporteurs

Plasmides
p6851 pSU38::attCaadA7-catT4-attCVCR2::aac6'-Ib* 1
pExCatGFP | pSU38::Plac::attCaada7-cat(T4)-attCvcr2 ::gfp Cette étude

1.2.1.2.1. Construction du plasmide rapporteur pExCatGFP

Le plasmide pExCatGFP a été construit a partir du plasmide p6851 (pSU38::attCaaaa7-cat(T4)-
attCvcr2::@ac6-1b* '"") ol le géne aac6™-Ib a été remplacé par celui codant la gfp. Le plasmide
p6851 a été digéré avec les enzymes Hindlll et Sphl pour déléter le géne aac6™-Ib, et le
fragment a été purifié sur gel d’agarose. Le géne gfp a été amplifié en utilisant les amorces
infusionGFP-ex-5 et infusionGFP-ex-3 (Tableau 11) & partir du plasmide pZE1RGFP'® . Les
deux fragments ont été clonés avec le kit de clonage In-Fusion HD (Clontech). L’insertion du
fragment GFP a été confirmé par séquengcage Sanger en utilisant les amorces MRVD-2
(Tableau 8) et pSU38-verif-sq (Tableau 11)

Tableau 11. Amorces utilisées pour construire pExCatGFP

Nom de I’'amorce Séquence (5°— 3) Référence
infusionGFP-ex-5 | GGCGTTAGGTATTTGCATGCGAAAGGAGAAGAACTTTTCA | Cette étude
C
infusionGFP-ex-3 CACCGCCGGACAAGCTTATTTGTATAGTTCATCC
pSU38-verif-sq GCCCACCCCCTGTCCCTC Collection
du
laboratoire

1.2.1.3. Modéle de suivi de I'activité d’excision de I'intégrase d’intégron chez E. coli

Dans notre modéle, le plasmide rapporteur pExCatGFP porte une « cassette synthétique »
contenant le géne constitutivement exprimé cat(T4) flanqué par les sites aftCaada7 €t attCyvcr;;
un promoteur Plac précédent le site attCaaqa7, le site attCvcr étant suivi du géne gfp (Tableau
10, Figure 52). Du fait de la distance entre le promoteur Plac et le géne gfp, ce dernier n’est
pas exprimé.

Il était donc attendu que I'induction de I'expression de int/1 porté par le plasmide p734, cause
I'excision de la cassette synthétique par recombinaison des sites attC, le rapprochement du
géne gfp au Plac, et I'expression de fluorescence GFP (Figure 52).
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Plasmide d’induction Plasmide rapporteur Produit Phénotype

cat(T4)
A
araC plac , Plac <
=, PBAD aph(3)-lla /_‘Qattcaadm aph(3)-lla i
p734 \ Cat(T4) — \ ) ” GFP+: 8,04%
AmpR intliw A Arabinose Sites at?C' e
Q- gfp attCyor gip recombinés 100
pEXCatGFP
B
araC Plac Plac "
- \ pgaD  aPh(3)-lla /‘4 attC,aan7 aph(3)-lla /—‘4 attC g7 A8
( pBAD18 / v cat(T4) , ( cat(T4) ) GFP+: 0,03% &
P A g Arabinose A 3 -
AmpR gfp attCycr gfp aftCycr T e e w

Figure 52. Schéma de I’estimation de I’activité d’excision de I'intégrase d’intégron de classe 1

Le plasmide d’induction p734 (A) ou le plasmide pBAD18 (B) et le plasmide rapporteur pExCatGFP ont été transformés dans la souche E. coli MG1656-
mCherry. Les souches ont été incubées a 37°C sous agitation a 300 rpm, pendant la nuit dans un milieu LB supplémenté avec Glucose 1%, kanamycine 25
pg/mL et ampicilline 100 pg/mL pour inhiber I'activité du promoteur pBAD et donc I'expression de I'intégrase. Puis, les cultures ont été diluées au 1/100°™ et
incubées dans un bouillon LB complémenté par des antibiotiques et soit du Glucose 1% soit de I'Arabinose 0,2%*' pour une deuxiéme incubation sur la nuit.
L’induction de I'expression de l'intégrase se traduit par I'expression de la GFP qui peut étre quantifiée par cytométrie en flux (A, graphe de droite, mélange de
bactéries mCherry+ et, mCherry+/GFP+). Sans induction (B) les bactéries mCherry+ n’expriment pas la GFP.

*¥ | incubation dans un milieu complémenté par Arabinose 0,2% induit 'expression du géne en aval du promoteur PBAD, tandis que la glucose inhibe leur
expression dans un mécanisme dépendant du géne araC '8,
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La fréquence d’excision a été calculée comme le ratio des bactéries (mCherry+/GFP+), sur le
total des bactéries mCherry+, d’apres les résultats de 'acquisition par cytométrie en flux,
suivant les paramétres de gating décrits dans la Figure 51.

1.2.2. Suivi de I'activité d’excision de I'intégrase de I'intégron chez E. coli aprés
interaction avec les Gl ou neutrophiles

Pour estimer l'activité d’excision de lintégrase de lintégron aprés interaction avec les
granulocytes, le plasmide inducteur pZE1-Intl1w a été transformé dans une souche E. coli
MG1656-mCherry/pExCatGFP ou E. coli MG1656-mCherry/p6851 (Tableau 10). La
fréquence d’excision a été calculée grace a I'expression de la GFP (Figure 53 A), ou bien de
la résistance a la tobramycine (Figure 53 B).

E. coliMG1656-mCherry

Plasmide rapporteur Produit Phénotype
cat(T4)
/A Plac Plac
P! ide in r " A
lasmide inducteu aph(3)-lla /%attcaad/d? aph(3)-lla
| .
ExCatGFP >
ROS \ PR Jearyy —— o
\ / A Sites attC e
o attCyen g recombinés
. Pint
PZE1-Intllw  int/1w < cat(T4)
Y B
AmpR ~ Plac ) Plac ‘
aph(3)-lla /—NancaadA? aph(3)-lla a
P83t Ncayre) ——— ‘
Sites aftC Milieu sélectif
aac6'-Ib* attCycr aac6™-Ib* recombinés Tobramycine 10 pg/mL

\

Figure 53. Schéma de I’estimation de I’activité d’excision de I'intégrase d’intégron de classe 1
apreés induction SOS

La souche E. coli MG1656-mCherry a été transformée avec un plasmide inducteur (dans ce cas, le
pZE1-Intl1w portant le géne intl1 sous son propre promoteur), et un des deux plasmides rapporteurs,
pExCatGFP ou p6851. Lors de l'interaction de la bactérie avec des ROS produits dans le phagosome
des granulocytes, I'activation de la réponse SOS induit le clivage de LexA et la libération des promoteurs
du régulon. L'intégrase exprimée peut catalyser I'excision du fragment attCaada7-cat(T4)-attCvcr et le
géne rapporteur est alors exprimé. L'excision est quantifiée par I'expression de la fluorescence verte
(mCherry+/GFP+), ou par la résistance a la tobramycine.

Les souches E. coli MG1656-mCherry/pExCatGFP et E. coli MG1656-mCherry/p6851 ont été
transformées en parallele avec les plasmides pZE1-mcs1 ou pZE1-IntlwlexAmut2 comme
témoin négatif et positif de I'expresion de l'intégrase, respectivement (Tableau 9).

1.2.2.1. Quantification de I’activité d’excision de I'intégrase induite par les
granulocytes, par cytométrie en flux

Les souches E. coli MG1656-mCherry portant le plasmide rapporteur pExCatGFP (Tableau
10) et 'un des plasmides d’induction pZE1-mcs1, pZE1-Intl1w ou pZE1-LexAmut2'’(Tableau
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9) ont été incubées avec des granulocytes comme décrit dans la section 1.1.3 des Matériels et
méthodes

L’acquisition par cytométrie en flux des échantillons fixés a été faite en deux étapes, d’abord
avec un focus sur les événements de grande taille pour les granulocytes (Figure 50), puis sur
les évenements de petite taille pour les bactéries non phagocytées (Figure 51).

1.2.2.2. Quantification de I’activité d’excision de I'intégrase induite par les
granulocytes, par sélection de résistance aux antibiotiques

Les Gl ou neutrophiles issus de la différenciation des HL-60 ont été incubés avec des E. coli
MG1656 portant le plasmide rapporteur p6851'7, et 'un des plasmides inducteurs pZE1-
mcs1, pZE1-Intl1w ou pZE1-LexAmut2 (Tableau 9), a un ratio de 200 bactéries par cellule.

Les suspensions des bactéries/cellules ont été incubées a 37°C dans un bain marie pendant
90 minutes ou sur la nuit. Les bactéries phagocytées ont été récupérées en suivant le protocole
décrit dans la section 1.2.3 des Matériels et méthodes.

Un aliquot des ces bactéries a été dilué a 10°-10° et mis sur boites non sélectives (LB +
Kanamycine 25 pug/mL ; Ampiciline 100 pg/mL) pour quantifier le nombre total des bactéries,
et le volume restant a été mis sur des boites LB + Kanamycine 25 pg/mL ; Ampiciline 100
pMg/mL contenant en plus de la Tobramycine a 10 ug/mL pour sélectionner les bactéries dans
lesquelles la cassette synthétique attC.aqa7-cat(T4)-attCycr aurait été excisée. La fréquence
d’excision a été calculée comme le ratio des bactéries résistantes a la tobramycine sur le total
des bactéries phagocytées (CFU/ml).

1.2.3. Récupération des bactéries phagocytées aprés incubation avec des Gl ou
neutrophiles

Les bactéries non phagocytées ont été éliminées par une méthode de centrifugation par
gradient de densité, dans une solution de saccharose '*'. Aprés incubation, les suspensions
de bactéries/cellules ont été diluées dans un volume de PBS froid, placées délicatement sur
une colonne de 3 mL de saccharose 50% a 4°C, et centrifugées a 250 G pendant 8 min a 4°C.
La phase superficielle contenant les bactéries extracellulaires a été éliminée, et les cellules
suspendues dans la phase de saccharose ont été lavées au PBS et récupérées.

Les cellules ont été lysées par un mécanisme de choc osmotique a 'aide d’eau distillé stérile
pour libérer les bactéries intracellulaires.

1.2.4. Suivi de I’expression du géne qnrB2 aprés induction par I’'interaction des
bactéries avec les granulocytes immatures et les neutrophiles

1.2.4.1. Incubation bactéries et granulocytes

Les granulocytes (Gl ou neutrophiles) ont été incubés avec E. coliMG1656 ou E. coli MG1656-
lexAlnd3, portant le plasmide pPgnrB2-qnrB2 (expression de qnrB2 sous le contrdle de son
propre promoteur, PqnrB2, régulé par LexA)'! pendant 90 min & 37°C dans un bain marie, et
respectant le ratio de 200 bactéries par cellule. Les bactéries phagocytées ont été récupérées
comme décrit dans la section 1.2.3 pour évaluer I'induction de I'expression de qnrB2 par RT-
gPCR, et I'expression de résistance a la ciprofloxacine dans cette population.
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Du fait de la disponibilité variable des échantillons des patients dans le temps, I'analyse de
induction d’expression du géne qnrB2 apreés interaction avec des Gl a été faite a partir de
deux types d’échantillons différents : pour la quantification des transcrits du géne gnrB2, nous
avons analysé des bactéries, seules, et aprés incubation avec des neutrophiles des donneurs
sains, et avec des Gl de patients septiques. Pour la détermination de la sensiblité a la
ciprofloxacine, nous avons comparé des bactéries en incubation seules, et apr és incubation
avec des neutrophiles des donneurs sains, et des Gl des donneurs de cellules
hématopoiétiques.

1.2.4.2. Quantification des transcrits du géne gnrB2

Le culot de bactéries phagocytées a été incubé pendant 15 minutes avec 20ug/mL de RNase
A (Macherey-Nagel) a température ambiante pour éliminer I'ARN eucaryote contaminant. La
RNase A a été éliminée par centrifugation (>12000 x g pendant 10 min, RT), et le culot a été
lavé dans du PBS filtré, puis a été immédiatement traité avec le RNeasy Mini Kit (Qiagen), en
suivant les instructions du fabricant pour récupérer I'ARN bactérien purifié.

L'ADN contaminant a été éliminé a I'aide du kit Turbo-DNAfree (ThermoFisher Scientific) selon
les instructions du fabricant et 'ARN isolé a été dosé a I'aide d'un spectrophotometre Nanodrop
ND1000 (Thermo Fisher Scientific) puis conservé a -80°C.

La rétro-transcription a été réalisée suivant les indications du kit PrimeScript RT (Perfect Real
Time, Takara), dans un volume final de 60 uL. Les concentrations d'ARN ont été ajustées a
une quantité finale équivalente a celle de I'échantillon le moins concentré (32ng). Un témoin
négatif de chaque échantillon sans le mélange enzymatique RT a été ajouté.

Les ADNc obtenus ont été quantifiés avec le kit Perfecta fastmix Il (QuantaBio), selon les
instructions du fabricant avec des amorces (10uM) et sondes FAM (10uM) spécifiques des
génes ciblés (Tableau 12). Les échantillons ont été traités en triplicats techniques. Une
gamme étalon a été réalisée en utilisant un plasmide de concentration connue de 10® a 102
copies contenant les génes ciblés. Chaque géne (rpoB chromosomique ; gnrB2 et aph(3')-lla
plasmidiques) a été estimé séparément. Le géne chromosomique rpoB a été utilisé comme
géne de référence pour la normalisation des résultats. Pour tenir compte des multiples copies
de plasmide par bactérie, le géne plasmidique conférant une expression constitutive de
résistance a la kanamycine (aph(3’)-lla) a aussi été utilisé pour normaliser I'expression de
qnrB2.

Tableau 12. Sondes utilisées pour la RTqPCR

Sonde Séquence (5> 3’) Reference
rpoB-R1 GTTTGGTACGCGCAGAGAAG 183
rpoB-L2 CCGGTATCGTTTACATTGGTG
kana R1 GTAGCCGGATCAAGCGTATG
kana L1 GAAGGGACTGGCTGCTATTG
qgnrB2 LC1 CGGCGAGTTTTCGACTTT 151
qgnrB2 LC2 ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
rpoB-probe [BFAM]CTGGTTGGTAAGGTAACGCCGAAAGGT [TAM] 183
kana-probe [BFAM]TCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGC[BHQ1]
qnrB2-probe [BFAM]TGGGTGACTTAGATATTCGGCGCGTT(Tamra) 151
Ana Catalina Hernandez Padilla | Thése de doctorat | Université de Limoges | 100

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Le nombre de copies du géne ADNc qnrB2 a été calculé comme expliqué dans la Figure 54

" aph(3')-lla

@

Nombre corrigé de copies d’ADNc pour chaque gene =
Moyenne des copies d’ADNc quantifié pour le triplicat technique — copies d’/ADN dans le témoin négatif

@

Nombre normalisé de copies d’ADNc pour
Nombre corrigé de copies d’ADNc pour @
Nombre corrigé de copies d’ADNc pour rpoB

Taux d’augmentation de I'expression de gnrB2 =
Nombre normalisé de copies d’ADNc pour gnrB2 = Nombre normalisé de copies d’ADNc pour gnrB2
Nombre corrigé de copies d’ADNc pour gnrB2 Nombre normalisé de copies d’ADNc pour
Nombre corrigé de copies d’ADNc pour rpoB

Figure 54. Calcul du taux d’augmentation de I’expression de qnrB2

1.2.4.3. Détermination de la sensibilité a la ciprofloxacine par E-test®

Pour mesurer un possible changement du niveau de sensibilité a la ciprofloxacine secondaire
a I'expression du géne gnrB2, nous avons réalisé une incubation de E. coli MG1656/pPgnrB-
qnrB2 ou E. coli MG1656-lexAInd3/pPqnrB-qnrB2 avec des granulocytes comme décrit dans

la section 1.2.4.1.

Les bactéries phagocytées ont été récupérées en suivant le protocole de la section 1.2.3, et
mises en suspension dans de la solution saline pour atteindre une concentration de 0,5
McFarland. Cette suspension a été étalée sur une boite MH non sélective et la CMI pour la
ciprofloxacine a été mesurée a I'aide d’une bandelette E-test® (bioMérieux) de ciprofloxacine.

L’ellipse d’inhibition de croissance a été lue apres incubation pendant 18h a 37°C.
La CMI des souches de E. coli MG1656/pPqnrB-qnrB2, E. coli MG1656-lexAlnd3/pPqnrB-
qnrB2 et E. coli MG1656/pSU38-Atot incubés sans cellules a été également mesurée pour

comparaison.
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Résultats

Les patients ayant un risque augmenté de mauvaise pronostic (admision en réanimation,
développement des infections secondaires, et mortalité) ont une augmentation en la proportion
de granulocytes immatures (G1)°9%%72 libérés de la moélle osseuse**®*. Ces derniers ont des
fonctions de phagocytose et de production de ROS dimminuées par rapport aux
neutrophiles®46568,

L’hypothése évaluée dans ce travail propose que lors du sepsis, la libération de granulocytes
immatures peut induire la réponse SOS bactérienne, conduisant a I'expression entre autres
de résistances aux antimicrobiens (Figure 1). Pour vérifier cette hypothése, nous avons
dévéloppé un modeéle d’incubation in vivo et ex vivo de E. coli avec différents sous-types de
granulocytes. A l'aide de ce modeéle, I'activité phagocytaire et de production de ROS par les
Gl et les neutrophiles a été comparée (section 1.1 de résultats, page 102), ainsi que leur
capacité a induire la réponse SOS bactérienne (section 1.2 de résultats, page 109).

L'impact biologique de cette induction a été évalué par I'expression de résistance aux
antibiotiques liée a la réponse SOS : i) par I'induction de I'expression du géne gnrB2 (section
1.3.1, page 121), conférant la résistance aux quinolones, et ii) par l'induction de I'expression
de l'intégrase de l'intégron de classe 1, importante pour I'acquisition, la dissémination et le
rarrangement des cassettes de génes de résistance au sein de I'intégron (section 1.3.2, page
123).

L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail de thése sont décrits dans cette section. Une
grande partie de ces résultats ont fait I'objet d’'un article (en cours de soumission) que vous
trouverez a la fin de la section Résultats.

I.1. Phagocytose et production des ROS par les Gl et les neutrophiles

Nous avons dans un premier temps évalué la capacité de phagocytose et de production de
ROS des différents granulocytes. Les Gl et les neutrophiles ont été incubés avec la souche E.
coli MG1656-mCherry pour suivre leur activité phagocytaire. La sonde CellROX qui emmet de
la fluorescence lorsqu’elle est clivée par une réaction d’oxydaton a été ajoutée pour quantifier
la production de ROS. Le tout a été incubé pendant 10, 30, 40, 60 et 90 minutes, a 37°C,. Les
échantillons ont ensuite été fixés et acquis par cytométrie en flux. Un échantillon de cellules
en présence de E. coliMG1656-mCherry et la sonde CellROX fixé sans incubation a été acquis
comme temps 0 (le protocole detaillé est décrit page 92 du Matériels et méthodes).

Des conditions de cellules incubées avec la sonde CellROX mais sans bactéries ont été
également acquises pour mesurer la production de ROS par les granulocytes en absence de
stimulation.

Grace a I'expression constitutive de mCherry par E. coli MG1656-mCherry, les cellules ayant
phagocyté des bactéries peuvent étre identifiées par cytométrie en flux par leur fluorescence
rouge. L’incubation des granulocytes seuls a été utilisée pour déterminer le seuil d’auto-
fluorescence rouge des cellules Le nombre d’événements au-dessus de ce seuil parmi le total
des cellules viables définit la proportion de cellules ayant phagocyté des bactéries (% de
phagocytose), tandis que la moyenne d’intensité de fluorescence (Mean Fluorescence
Intensity, MFI) est un indicateur du nombre de bactéries phagocytées par cellule (MFI
mCherry).
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La fluorescence émise par I'oxydation de la sonde CellRox Deep Red, mesurée parmi les
cellules ayant phagocyté des bactéries, est un indicateur de la production de ROS. La MFI
pour cette fluorescence est proportionnelle a la quantité de ROS produits (Figure 55).

Cellules Singulets Granulocytes vivants
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Figure 55. Stratégie de « gating » pour la quantification de la phagocytose et la production de
ROS par les granulocytes

Les granulocytes ont été identifiés par leur caractéristiques de taille/structure (SSC-A/FSC-A). Les
granulocytes acquis en ‘singlets’ ont été selectionnés parmi les débris cellulaires et les doublets (FSC-
H/FSC-A). Les granulocytes singlets viables ont été idéntifiés par leur absence de fluorescence DAPI
(Nombre/DAPI). Les granulocytes ayant phagocyté des bactéries ont été identifiés grace a leur
fluorescence mCherry (SSC-A/mCherry). Parmi les granulocytes phagocytaires, la quantité de ROS
produite a été estimée en fonction de la moyenne d’inténsité de fluorescence pour CellROX
(Nombre/ROS).

Ces variables ont été mesurées initialement in vitro pour les Gl et les neutrophiles issus de la
différenciation de la lignée HL-60 (Figure 56 et Figure 58); et puis ex vivo, pour des Gl
provenant de donneurs de cellules souches hématopoiétiques ayant recu du G-CSF ; des Gl
provenant de patients septiques ; et des neutrophiles de donneurs sains (Figure 57 et Figure
59). Nous avons réalisé ces tests avec les 4 souches dérivées de E. coli MG1656-mCherry
contenant les plasmides rapporteurs de la réponse SOS, pour vérifier que la phagocytose et
la production de ROS n’étaient pas différentes selon la souche utilisée.
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Figure 56. Activité phagocytaire des granulocytes immatures (GI-HL60) et neutrophiles (Neut-HL60) obtenus de la différentiation de la lignée cellulaire
HL-60

L’activité de phagocytose a été mesurée par I'incubation en paralléle avec les 4 E. coli du modeéle pour suivre I'induction de la réponse SOS (de la gauche vers
la droite : E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp; pPsfiA*::gfp ; p-gfp ; et E. coli MG1656 mCherry-lexAlnd3/pPsfiA::gfp). En haut, le pourcentage des cellules
ayant fait de la phagocytose, en bas, la moyenne des bactéries phagocytées par cellule d’apres I'intensité de fluorescence pour mCherry (MFI mCherry). Gl-

HL60 n=5, Neut-HL60 n=5 Test d’ANOVA, *p<0,05.
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Figure 57. Activité phagocytaire des granulocytes humaines
Gl des patients septiques (Gl-sepsis, rouge cerise) ; Gl des donneurs de cellules hématopoiétiques (Gl G-CSF, rose pale) ; neutrophiles des donneurs sains

(Neut, bleu foncé), et neutrophiles d’un patient atteint d’'une granulomatose chronique familiale (« chronic granulomatose disease », CGD) (Neut-CGD, bleu
clair). L’activité de phagocytose a été mésurée par I'incubation en paralléle avec les 4 E. coli du modéle pour suivre I'induction de la réponse SOS. En haut, le
pourcentage des cellules ayant fait de la phagocytose, en bas, la moyenne des bactéries phagocytées par cellule d’apres l'intensité de fluorescence pour
mCherry. Gl-sepsis n=5, Gl G-CSF n= 5, Neut=10, Neut-CGD n= 1. Test d’ANOVA, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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Les modéles in vitro et ex vivo, ont montré de facon concordante une meilleure capacité des
neutrophiles a phagocyter en comparaison des granulocytes immatures. Le pourcentage de
cellules phagocytaires est plus important parmi les neutrophiles que ce soit a partir de cellules
HL-60 différenciées ou ex vivo mais leur cinétique n’est pas similaire.

Les neutrophiles différenciés de la lignée cellulaire HL-60 (Neut-HL60) ont une augmentation
graduelle de l'activité de phagocytose qui atteint un maximum de 80% a 90 minutes. Bien que
cette proportion soit supérieure a celle des granulocytes immatures de la méme lignée (GlI-
HL60) avec un maximum inférieur a 60%, la différence n’est pas significative et les courbes
évoluent selon le méme mode. Les Neut-HL60 et GI-HL60 semblent de plus phagocyter en
moyenne le méme nombre de bactéries (Figure 56).

En contraste, les granulocytes immatures issus des prélévements humains ont une activité
phagocytaire significativement diminuée par rapport a celle des neutrophiles, a la fois en
termes de proportion de cellules phagocytaires, et de moyenne de bactéries phagocytées par
cellule (Figure 57).

Les neutrophiles des donneurs sains (Neut) sont rapidement actifs : aprés 10 minutes
d’incubation, 66% des neutrophiles ont phagocyté des bactéries. Pour ce projet nous avons
eu l'opportunité d’utiliser un échantillon de sang périphérique d’un patient atteint d’'une
granulomatose chronique familiale (Chronic Granulomatose Dissease, CGD). Cette maladie,
est secondaire a la mutation d’une sous-unité du complexe NADPH-oxydase (dans ce cas, la
gp91P") ce qui bloque I'assemblage du complexe et le burst oxydatif®2. Néanmoins, I'activité
phagocytaire de ces neutrophiles (Neut-CGD) reste intacte, comme le démontrent nos
résultats (Figure 57). Les Neut-CGD semblent en revanche nécessiter plus de temps pour
arriver au méme niveau de phagocytose que les neutrophiles des donneurs sains, mais cette
différence n’est pas significative, et a 40 minutes d’incubation en présence des bactéries, 93%
des cellules des deux sous-types ont phagocyté les bactéries.

Les granulocytes immatures des donneurs de cellules hématopoiétiques (Gl G-CSF) ont une
cinétique plus proche de celle des dérivés de la lignée cellulaire : une augmentation graduelle
et limitée avec un maximum de 48% des cellules engageant la phagocytose a 90 minutes. Les
granulocytes immatures de patients septiques (Gl-sepsis) gardent cette cinétique, mais
atteignent un maximum de phagocytose plus proche de celle des neutrophiles (77% a 90
minutes).

Les activités de phagocytose sont similaires quelle que soit la souche utilisée.

Nous avons ensuite analysé les résultats de la production de ROS par les Gl et neutrophiles
issues de la différenciation des HL-60 (Figure 58) et les Gl et neutrophiles humains (Figure
59).
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Figure 58. Production des ROS par les granulocytes immatures (GI-HL60) et neutrophiles (Neut-HL60) obtenus de la différenciation de la lignée

cellulaire HL-60

La production des ROS a été mesurée en paralléle aprés incubation avec les 4 E. coli du modéle pour suivre I'induction de la réponse SOS. En haut, la valeur
de la moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) mesurée (fluorescence émise par la sonde CellRox). En bas, le ratio de la MFI calculé en rapportant la MFI
mesurée en conditions d’incubation des granulocytes avec les bactéries sur la MFI mesurée en conditions d’'incubation des granuclocytes seuls aux mémes
temps d’incubation. GI-HL60 n=5, Neut-HL60 n=5.
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Figure 59. Production des ROS par les granulocytes humains

Les Gl des patients septiques (Gl-sepsis, rouge cerise) ; Gl des donneurs de cellules hématopoiétiques (Gl G-CSF, rose pale) ; neutrophiles des donneurs
sains (Neut, bleu foncé), et neutrophiles d’'un patient atteint d’'une granulomatose chronique familiale (« chronic granulomatose disease », CGD) (Neut-CGD,
bleu clair). En haut, la valeur de la moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) correspondant a la fluorescence émise par la sonde CellRox. En bas, le ratio de
la MFI calculé en rapportant la MFI mesurée en conditions d’incubation des granulocytes avec les bactéries sur la MFI mesurée en conditions d’incubation des
granuclocytes seuls aux mémes temps d’incubation. Gl-sepsis n= 5, Gl G-CSF n= 5, Neut=10, Neut-CGD n= 1. Test ’ANOVA, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001
; ****p<0,0001.
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La sonde de détection des radicaux O2* et *HO n’est pas spécifique des ROS produits par le
complexe NADPH-oxydase et peut donc réagir avec les ROS dérivés du métabolisme
cellulaire. Pour quantifier le bruit de fond produit par ces dérivés, une condition avec les
cellules seules (sans stimulation) incubées avec la sonde a été ajoutée. Le calcul du ratio entre
la fluorescence produite par les cellules phagocytaires et les cellules non stimulées est
proposé pour évaluer le taux d’augmentation des ROS. Les résultats de la production de ROS
sont donc présentés de deux fagons : par la moyenne d’intensité de fluorescence (MFI), et par
ce ratio.

Les granulocytes différenciés a partir des HL-60 n’ont pas montré de différence de production
de ROS, en fonction de leur niveau de maturation (Figure 58). A 30 minutes d’incubation avec
les GI-HL60 et Neut-HL60, on observe une légere augmentation de la production de ROS par
rapport a leur production sans stimulation (Figure 58, Ratio MFI). A 90 minutes, la production
de ROS par les cellules incubées avec les bactéries était revenue a I'état basal de production
sans induction, correspondant a I'activité de ROS lié au métabolisme cellulaire (Figure 58,
Ratio MFI).

Dans le modele ex vivo, les Gl (Gl-sepsis et GI G-CSF) ont montré une production de ROS
significativement inférieure a celle des neutrophiles des donneurs sains (Neut) a partir de 30
minutes d’incubation (Figure 59, MFI ROS). Les résultats du patient CGD (Neut-CGD), ayant
une mutation documentée de la sous-unité gp91°"* du complexe NADPH-oxydase qui la
rendre non-fonctionnelle, montrent une production de ROS inférieure a celle des Neutrophiles
et non significativement supérieure a celle des Gl. Comme ce patient n'est pas capable de
produire des ROS par la voie NADPH-oxydase, nous supposons que les ROS observés sont
dus a l'activité métabolique de la cellule, principalement des ROS mitochondriaux.

Lorsque I'on analyse les données en ratio de MFI, on observe que a partir de 30 minutes,
toutes les cellules incubées avec des bactéries ont une augmentation de leur production de
ROS (ratio MFI, Figure 58). La production de ROS des Gl-sepsis augmente en moyenne d’'un
facteur 5,2 £ 2,6 par rapport a leur production basale. Cette augmentation est d’'un facteur 6.7
+ 2.4 pour les Neut. Toutefois, 'augmentation de production de ROS chez les Gl-sepsis ne se
traduit pas par une production en quantitativement plus importante comme par rapport aux
neutrophiles ( Figure 59, MFI ROS).

Toutes ces constatations sont vraies indépendamment de la bactérie avec laquelle les cellules
étaient incubées.

1.2. Induction de la réponse SOS par les Granulocytes Immatures et les neutrophiles

Dans le but de mettre en évidence une induction SOS par cytométrie en flux et microscopie,
la souche E. coli MG1656-mCherry a été transformée alternativement avec les plasmides
rapporteurs pPsfiA::gfp, pPsfiA*::gfp et p-gfp ; et la souche E. coli MG1656-mCherry-lexAlnd3,
avec le plasmide pPsfiA::gfp (Figure 49 page 89,Tableau 6 page 90). Brievement, le plasmide
pPsfiA::gfp porte une fusion transcriptionnelle entre le promoteur de sfiA « PsfiA », ayant une
boite LexA — et le géne gfp. L’activation de la réponse SOS par I'induction du clivage de LexA,
permet I'expression de la protéine fluorescente GFP. Le plasmide pPsfiA*::gfp, ou la boite
LexA a été mutée pour empécher I'attachement de LexA est utilisée comme témoin positif de
I'expression constitutive de GFP. Enfin, le plasmide portant le géne gfp sans promoteur (p-gfp)
et la souche E. coli MG1656-mCherry-lexAlnd3 ont été utlisés comme témoins négatifs de
'expression de gfp, et de l'induction de la réponse SOS, respectivement. La fluorescence
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émise par la GFP et son niveau d’intensité ont été quantifiés au sein des cellules contenant
des bactéries (Figure 60), ainsi que parmi les bactéries non phagocytées (Figure 65).
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Figure 60. Stratégie de « gating » pour I'identification de granulocytes portant des bactéries

GFP+

Les granulocytes contenant des bactéries GFP+ ont été identifiés dans la fenétre des granulocytes
contenant des bactéries (SSC-A/mCherry), d’aprés leur augmentation d’intensité de fluorescence pour
mCherry. A leur tour, les granulocytes phagocytaires ont été identifiés parmi les granulocytes vivants
(Nombre/DAPI) passés individuellement (FSC-H/FSC-A) devant le laser d’acquisition du cytométre.

D’une maniere similaire aux résultats d’analyse de phagocytose, le niveau d’'induction SOS
par les bactéries phagocytées a été quantifié par le pourcentage de cellules contenant des
bactéries mCherry+/GFP+ (% GFP+). La moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) pour la
GFP renseigne sur la moyenne de bactéries mCherry+/GFP+ contenues dans chaque cellule
(MFI GFP+). Ces deux variables ont été mesurées in vitro (Figure 61) et ex vivo (Figure 62).
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Figure 61. Induction de la réponse SOS par les Gl et Neutrophiles différenciés a partir de la lignée cellulaire HL-60
L’induction de la réponse SOS a été suivie par I'incubation des bactéries E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA:gfp avec les neutrophiles et les Gl différenciés de la
lignée cellulaire HL-60. Les conditions avec la souche E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA*::gfp correspondent au contrdle positif pour I'expression de la GFP et
les souches E. coli MG1656 mCherry/p-gfp et E. coli MG1656 mCherry -lexAlnd3/pPsfiA::gfo comme contrdles négatifs de I'expression de GFP et de la réponse
SOS, respectivement. GI-HL60 n=5, Neut-HL60 n=5

Ana Catalina Hernandez Padilla | Thése de doctorat | Université de Limoges |

Licence CC BY-NC-ND 3.0

111



-¥ Gl-sepsis

Gl G-CSF
-~ Neut
Neut-CGD
E. coli MG1656 mCherry E. coli MG1656 mCherry E. coli MG1656 mCherry E. coli MG1656 mCherry-lexAlnd3
pPsfia::gfp pPsfia*::gfp p-gfp pPsfia::gfp
100 100 i_i/,—__o——o—g 100+ 100
o [ / 7 W 80 80
& 60 e & 60 & 60+ & 60+
[T T [T [ w
o / 0] o o
2 40 N 40 N 40 2 40
20 20 20 20 ?,’!/
. - m— . —
0- f — T 0 T T T T T 0- 0—¥ 7 U ? ? U
0 10 30 40 60 90 0 10 30 40 60 90 0 10 30 40 60 90 0 10 30 40 60 90
Minutes Minutes Minutes Minutes
20000 - 1000000 20000 20000
15000 800000 15000 15000
a a a a
o g 600000 o o
G 10000 G G 10000 G 10000
T T 4 T T
L L 400000 L s
5000 - 5000 5000 -
5 200000
—\!___;L
- - p am— 0
0 Ll T T T T T 0 T* T 1 1 1 T 0- 1 11 1 v
0 10 30 40 60 90 0 10 30 40 60 90 0 10 30 40 60 90
Minutes Minutes Minutes Minutes

Figure 62. Induction de la réponse SOS par les granulocytes humains

L’induction de la réponse SOS a été suivie par I'incubation des bactéries E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA:gfp avec des neutrophiles des donneurs sains (Neut)
et du patient atteint d’'une granulomateuse chronique familiale (Neut-CGD), ainsi que des granulocytes immatures provenant des patients septiques (Gl-sepsis),
ou des donneurs de cellules hématopoiétiques (Gl G-CSF).

Les conditions avec la souche E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA*::gfp correspondent au contréle positif pour I'expression de la GFP et les souches E. coli
MG1656 mCherry/p-gfp et E. coli MG1656 mCherry -lexAlnd3/pPsfiA::gfp comme contr6les négatifs de I'expression de GFP et de la réponse SOS,
respectivement. Gl-sepsis n= 5, Gl G-CSF n= 5, Neut=10, Neut-CGD n= 1. Test ANOVA, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001.
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L’incubation de E. coliMG1656 mCherry/pPsfiA::gfp avec les granulocytes différenciés a partir
de la lignée cellulaire HL-60 a montré un bas niveau d’induction SOS indépendamment du
niveau de maturation avec un maximum de cellules contenant des bactéries GFP+ de 22% a
90 minutes. Néanmoins, 100% des cellules contiennent des bactéries qui expriment la GFP
dans le contrOle positif, comme attendu. En revanche, il y a une quasi disparition du signal
GFP avec les souches E. coli MG1656-mCherry/p-gfp (4.1 £ 2.9 %) et E. coli MG1656-
mCherry-lexAlnd3 (2.8 £ 1.6 %) montrant que la GFP observée avec E. coli MG1656
mCherry/pPsfiA::gfp (qui atteint 21.7 £ 8.9 % a 90 minutes d’incubation avec les GI-HL60) est
liée a la réponse SOS (Figure 61). Les valeurs observées en MFI pour ces deux contréles
sont donc dues a l'autofluorescence des cellules comme le montre la Figure 63.
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Figure 63. Moyenne d’intensité de fluorescence pour GFP parmi les bactéries incubées sans
induction SOS et les dérivés HL60 incubés sans bactéries

Les valeurs representées sont la moyenne et I'écart-type de 11 expériences indépendants.

Les résultats sont plus intéressants pour le modéle ex vivo, ou la proportion des granulocytes
phagocytaires qui contiennent des bactéries GFP+ est plus importante chez les GlI, avec une
augmentation rapide pour les Gl G-CSF, qui atteint un plateau de 58% des cellules qui sont
GFP+ a 30 minutes d’incubation avec E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp. Les Gl-sepsis ont
une augmentation plus graduelle mais continue, et & 90 minutes d’incubation, 85% des GlI-
sepsis contiennent des bactéries dans lesquelles la réponse SOS a été activée. Ce niveau
d’induction est significativement plus élevé pour les Gl-sepsis que pour les neutrophiles des
donneurs sains (85% vs. 46%, p<0.0001 a 90 minutes) (Figure 62).

Avec la souche E. coli MG1656 mCherry-lexAlnd3/pPsfiA::gfp, on observe une fluorescence
augmentée a partir de 40 minutes d’incubation. Ce résultat est surprenant, car la mutation
LexAInd3 entraine une forme de LexA non clivable 2. Cependant, en plus de sa production
de ROS, le phagosome granulocytaire est caractérisé par son et de pH élevé (7.5 - 8.5). Il a
été montré que la réaction d’autoclivage de LexA peut survenir spontanément a des pH entre
7.15 et 10 d'une fagon dépendante du pH et du temps, et indépendamment de RecA "%
L’expression de gfp dans cette souche pourrait donc étre expliquée par une diminution de sa
forme dimérisée répressive aprés un temps d’incubation prolongé (au moins 40 a 60 minutes)
en présence de Gl-sepsis'®. Toutefois, I'induction de la réponse SOS dans la souche E. coli
MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp est associée a la réponse SOS, car l'augmentation del
‘expression de GFP pour cette souche est plus rapide (visibe a partir de 10 minutes
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d’incubation), et a 90 minutes la proportion de Gl-sepsis contenant des mCherry-
lexAInd3/pPsfiA::gfp GFP+ reste significativement inférieur que celles E. coli MG1656
mCherry/pPsfiA::gfp GFP+ (57.8 £ 19.3 vs. 84.5 £ 5.5 %, p=0.039). Quand on analyse les
résultats en MFI GFP+, la cinétique d’intensité de fluorescence observée est identique avec
les deux contrOles négatifs, i.e. avec la souche E. coli MG1656 mCherry/p-gfp E. coli MG1656
mCherry-lexAlnd3/pPsfiA::gfp, ce qui montre que l'activité GFP observée a 90 minutes (en %
de GFP) n’est pas liée a I'activation de la réponse SOS bactérienne. (Figure 57). Avec les
neutrophiles, on observe une MFI GFP+ supérieure a celle des Gl (Figure 62), probablement
expliquée par leur capacité a phagocyter plus de bactéries (comme demontré par le résultat
de MFI mCherry, Figure 57). La MFI GFP+ des neutrophiles (donneurs sains ou GCD) est
identique que ce soit avec la souche E. coli MG1656 mCherry/p-gfp ou avec E. coli MG1656
mCherry-lexAlnd3/pPsfiA::gfp, montrant Ia aussi que cette fluorescence observée détecte une
fluorescence indépendante de I'expression de gfp puisque on a une valeur identique pour la
souche qui ne peut pas exprimer la gfp, E. coli MG1656 mCherry/p-gfp.

De facon intéressante, les neutrophiles provenant du patient CGD, incapables de produire des
ROS par le complexe NADPH-oxydase, n’ont pas induit la réponse SOS chez les bactéries.

Nous pouvons conclure donc, que la réponse SOS est induite dans les bactéries phagocytées
par les Gl et les neutrophiles humains ; que la proportion des granulocytes contenant des
bactéries avec une réponse SOS active est plus importante chez les Gl. De plus, malgré la
capacité des neutrophiles a phagocyter significativement plus de bactéries, lintensité
d’induction de la réponse SOS parmi les bactéries phagocytées par les Gl est si importante
qu’il N’y a pas de différences en termes de MFI GFP+ entre les sous-types cellulaires (Figure
62 avec E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp).

Pour exclure un possible effet de la sonde CellRox sur I'induction de la réponse SOS chez les
bactéries phagocytées, nous avons répété cette expérience en remplagant ce réactif par du
milieu de culture RPMI 1640 supplémenté. Le pourcentage de phagocytose et d’'induction SOS
a été mesuré aprés incubation des granulocytes immatures et neutrophiles du modéle in vitro
et ex vivo en incubation avec E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp (Figure 64).
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Figure 64. Phagocytose et induction SOS chez E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp phagocyté
par les granulocytes du modeéle in vitro et ex vivo, en absence du CellRox Deep Red.
GI-HL60 n=5, Neut-HL60 n=5

La cinétique des courbes dans les deux modéles, identique a celles décrites précédemment,
a confirmé l'effet anodin de la sonde utilisée pour détecter les ROS sur la phagocytose et
l'induction SOS.

Les granulocytes peuvent produire des ROS dans le phagosome et vers I'espace
extracellulaire. C’est pourqui nous avons mesuré l'induction de la réponse SOS parmi les
bactéries non phagocytées (Figure 66). La quantification du nombre des bactéries GFP+ était
basée sur la stratégie de gating représentée dans la Figure 65.
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Figure 65. Stratégie de « gating » des événements extracellulaires
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Figure 66. Expression de la réponse SOS par les bactéries non phagocytées
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Le pourcentage des bactéries exprimant de la GFP a été quantifié aprés incubation de E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp, E. coli MG1656
mCherry/pPsfiA*::gfp, E. coli MG1656 mCherry/p-gfp et E. coli MG1656 mCherry-lexAlnd3/pPsfiA::gfp avec les neutrophiles et Gl issus de la différentiation
d’'une lignée cellulaire (HL-60) en haut, ou des neutrophiles et granulocytes immatures humains en bas. Pour confirmer la capacité du modéle a mettre en
évidence l'induction de la réponse SOS par I'expression de la GFP, des bactéries incubées avec un inducteur connu de la réponse SOS (Ciprofloxacine
25ng/mL, cercle vert), a été ajoutée comme controle. Les bactéries incubées seules (non stimulées) ont été ajoutées également pour quantifier le niveau basal
d’expression SOS (Bactéries seules, cercle noir). GI-HL60 n=5, Neut-HL60 n=5, Gl-sepsis n= 5, Gl G-CSF n= 5, Neut=10, Neut-CGD n= 1.
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La proportion des bactéries E. coli MG1656 mCherry/pPsfiA::gfp GFP+ était non
significativement différente quelles que soient les conditions évaluées, ce qui suggére une
absence d’induction SOS par les bactéries non phagocytées. Pour confirmer que cette
absence de signal n'est pas di a un échec du modéle de mettre en évidence l'induction SOS
par I'expression de GFP, une condition de bactéries incubées avec de la ciprofloxacine
(25ng/mL) a été ajoutée. Sous ciprofloxacine, 100% des bactéries ont activé la réponse SOS
au bout de 90 minutes (Figure 66), confirmant que la réponse SOS est activable en
extracelluliare, mais que dans les conditions d’incubation avec les différents sous-types
celluliares, elles n’est pas activée.

Pour prouver la concordance des événements de phagocytose, de production de ROS et
d’induction SOS, quantifiés précédemment par cytométrie en flux, des aliquots d’'incubation de
E. coliMG1656-mCherrylpPsfiA::gfp avec les différents sous-types granulocytaires du modéle
in vitro (Figure 67) et ex vivo (Figure 68) ont été anlysés en microscopie confocale (section
1.1.3.3 de Matériels et méthodes, page 94).

30min

40min

60min

90min

Figure 67. Gl ou Neutrophiles provenant de la différentiation des HL-60 incubés avec E. coli
MG1656-mCherry/pPsfiA::gfp et visualisés par microscopie confocale

Aprés incubation des bactéries mCherry+ (rouge), pendant 30, 40, 60 et 90 minutes, les filaments
d’actine ont été colorés en bleu par I'ajout de phaloidine. Les ROS produits par les cellules sont visibles
grace ala sonde CellRox Deep Red (blanc), ajoutée 30 minutes avant la fin du temps d’incubation établi.
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Les bactéries mCherry+ ayant induit la réponse SOS expriment en plus le gene gfp (vert). GI-HL60 n=5,
Neut-HL60 n=5

Gl Septique Neutrophiles

30min

40min

60min

90min

Figure 68. Granulocytes du modéle ex vivo incubés avec E. coli MG1656-mCherry/pPsfiA::gfp et
visualisés par microscopie confocale

E. coli MG1656-mCherry/pPsfiA::gfp a été incubé avec des Gl provenant d'un patient septique (Gl
septis, gauche) ; des GI provenant des donneurs de cellules hématopoiétiques (Gl G-CSF), et des
neutrophiles des donneurs sains. Aprés incubation des bactéries mCherry+ (rouge), pendant 30, 40, 60
et 90 minutes, les filaments d’actine ont été colorés en bleu par I'ajout de phaloidine. Les ROS produits
par les cellules sont visibles grace a la sonde CellRox Deep Red (blanc), ajoutée 30 minutes avant la
fin du temps d’incubation établi. Les bactéries mCherry+ ayant induit la réponse SOS expriment en plus
le géne gfp (vert).

Les images montrent la co-localisation de la fluorescence correspondant aux ROS, a l'intérieur
des granulocytes, ou se trouvent les bactéries phagocytées, parmi lesquelles sont visibles les
bactéries qui expriment la GFP. La différence du nombre de bactéries phagocytées entre les
neutrophiles et les Gl est bien visible, particulierement dans 'exemple du modéle in vivo a 90
minutes d’incubation (Figure 67) et dans le modéle ex vivo a 60 minutes d’'incubation (Figure
68). En accord avec les résultats de cytométrie, les bactéries GFP+ se trouvent
préférentiellement a l'intérieur des granulocytes. Elles sont visibles dans les Gl-sepsis, Gl G-
CSF et GI-HL60, comme dans les neutrophiles, mais elles apparaissent plus tardivement dans
ces derniers (aprés 90 minutes d’incubation). Il est aussi intéressant de noter le phénotype
filamentaire des bactéries GFP+, qui suggére un défaut de septation des bactéries. Ce
phénomeéne pourrait étre da a 'activation du géne chromosomique sfiA, responsable de I'arrét
de la division cellulaire.

Finalement, nous nous sommes intéressés a la différence du niveau d’induction de la réponse
SOS par les Gl-sepsis et les Gl G-CSF. La différence plus importante entre ces deux sous-
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types cellulaires réside dans leur état d’activation par la réponse a linfection : les Gl des
patients septiques ont été extraits du sang des patients avec une activation immune contre un
pathogeéne ; les Gl des donneurs de cellules hématopoiétiques sont des cellules immatures
de la moelle osseuse, libérées par linduction du facteur stimulant des colonies
granulocytaires. En absence d’infection, ces dernieres n’ont pas rencontré de pathogénes ni
de facteurs pro-inflammatoires circulants.

Comme les Gl-sepsis et GI G-CSF ont le méme niveau de production des ROS (Figure 59,
MFI ROS), nous avons émis I'hypothése que I'augmentation progressive et soutenue de la
réponse SOS dans les Gl de patients septiques pouvait étre liée a leur niveau plus important
de phagocytose par rapport aux Gl G-CSF du fait des facteurs inflammatoires liés au contexte
septique.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons pré-incubé des Gl G-CSF dans du plasma d’un
patient septique (section 1.1.3.1 de Matériels et méthodes, page 92), pour ensuite répéter le
modéle d’incubation ex vivo de notre étude (section 1.1.3 de Matériels et méthodes, page 91).

Les résultats de I'acquisition par cytométrie en flux pour les Gl G-CSF pré-stimulés sont
représentés dans la Figure 69 (triangle, orange péle). Pour comparaison, un aliquot des Gl
G-CSF non pré-stimulés (triangle, sable) a été étudié en paralléle, ainsi que des neutrophiles
des donneurs sains avec (losange, bleu foncé) ou sans pré-stimulation (losange, bleu).
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Figure 69. Phagocytose, production de ROS et induction SOS par les neutrophiles et Gl des donneurs sains, aprés stimulation avec du plasma du

patient septique

Neut n=3, Neut pré-stimulés n=3, Gl G-CSF n=3, Gl G-CSF préstimulés n=3. Test d’ANOVA, *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001
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La pré-stimulation des neutrophiles n'a pas eu un effet apparent sur la phagocytose, la
production de ROS ou l'induction de la réponse SOS par ce sous-type cellulaire. En revanche,
la pré-stimulation des Gl naifs a entrainé une amélioration du niveau de phagocytose (41.5 +
13.8 % vs. 82.3 £ 16.3 % p=0.09 n=3), et d’induction de la réponse SOS par les bactéries
phagocytées, sans effet sur le niveau de production de ROS.

L'ensemble des résultats présentés suggére que les bactéries phagocytées par les
neutrophiles ou les Gl peuvent induire la réponse SOS a la suite des dommages produits par
les ROS phagocytaires. Les Gl, et spécialement ceux activés par le milieu pro-inflammatoire
du sepsis, activent dans une plus large mesure la réponse SOS bactérienne. Ce phénomeéne
peut étre lié a deux situations confluentes : 'engagement de plus de cellules dans I'activité
phagocytaire (90% des Gl pré-stimulés vs. 71% des non stimulés ; et 85% des Gl-septsis vs.
58% des Gl G-CSF non stimulés) ; et la production limitée des ROS (30108 de MFI pour les
Gl-sepsis vs. 128203 pour les neutrophiles des donneurs sains), insuffisante pour entrainer la
lyse bactérienne, mais suffisante pour induire la réponse bactérienne aux dommages.

1.3. Impact biologique de la réponse SOS intra-phagosomale : expression des
résistances aux antibiotiques

Une fois confirmé la capacité des granulocytes, et principalement les Gl, a induire la réponse
SOS dans les bactéries phagocytées, nous avons évalué I'impact biologique de cette induction
en analysant un indicateur de résistance aux antibiotiques. Nous avons pour cela utilisé deux
modéles : I'expression du géne qnrB2 et I'expression de l'intégrase de I'intégron de classe 1.

1.3.1. Induction de la résistance a la ciprofloxacine par I’expression du géne qnrB2

Comme expliqué précédemment (section 1.1.2.3 de l'introduction, page 76), I'expression de
certains génes conférant la résistance aux antibiotiques est réprimée par le répresseur global
de la réponse SOS : LexA. C’est le cas du géne qnrB2, dont I'expression, sous la régulation
SOS protége 'ADN gyrase de I'action des quinolones'®"%2,

Nous avons donc évalué I'expression de la résistance a la ciprofloxacine par des E. coli
MG1656 portant le plasmide pPqnrB-qnrB2, et phagocytés par : des neutrophiles de donneurs
sains et des Gl GCSF (pour I'évaluation de la sensibilité a la ciprofloxacine par E. test) ; ou
des neutrophiles des donneurs sains et patients septiques (pour la quantification du niveau
d’expression du gene gnrB2). Pour confirmer le réle de la régulation SOS, nous avons utilisé
une condition d’incubation des granulocytes avec la souche E. coli MG1656-/lexAlnd3/pPqnrB-
gnrB2 (mutant non clivable de LexA, ou la réponse SOS ne peut pas étre induite).

L’incubation des granulocytes et des bactéries a été effectuée de fagon similaire au modéle
utilisé dans les deux premiéres parties de cette étude : avec un ratio de 200 bactéries par
cellule a 37°C pendant 90 minutes. Aprés incubation, les bactéries extracellulaires ont été
éliminées, et les cellules lysées pour récupérer les bactéries phagocytées. Dans un premier
temps, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la ciprofloxacine.
Dans un deuxiéme temps, ce modéle d’incubation a été utilisé pour récupérer les ARN des
bactéries phagocytées, et quantifier le niveau d’expression du géne qnrB2 (les protocoles
detaillés de ces experiences sont décrits dans la section 1.2.4 de la section Matériels et
méthodes, page 99).
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1.3.1.1. Résistance phénotypique

Afin d’évaluer une possible expression de la résistance aux fluoroquinolones secondaire a
'expression du géne gnrB2 induit par l'intéraction des bactéries avec les granulocytes, nous
avons utilisé la résistance a la ciprofloxacine par expression du géne gnrB2 sous son propre
promoteur. Ce modele a été choisi car nous avons montré antérieurement au laboratoire que
I'expression du géne qnrB2 était régulée par la réponse SOS'™'. La CMI de la cirprofloxacine
a été mésurée par la méthode E-test selon les recommandations du fournisseur a partir des
bactéries libérées des phagosomes.

La CMI de E. coli sans incubation avec les granulocytes (Bactéries seules) a été mesurée en
paralléle. E. coli portant le plasmide sans qnrB2 (pSU38Atot) a une CMI de 0.012 pg/mL.

Les CMI obtenues sont résumées dans le Tableau 13

Tableau 13. CMI de la ciprofloxacine

Bactéries seules Gl G-CSF Neutrophiles
(n=2) (n=1) (n=5)

I 1
E. coliMG1656 / pSU38Atot 0,012 pg/mL

I 1
E. coli MG1656 / pPqnrB-qnrB2 0,25ug/mi 0,25ug/mi 0,25ug/mi

I 1
E. coli MG1656-LexAlnd3 / 0,047ug/mi 0,047ug/mi 0,047ug/mi
pPqgnrB-qnrB2

Nous observons une CMI identique de 0,25ug/ml avec et sans granulocytes, alors que la CMI
avec le plasmide vide sans qnrB2 est de 0,012 pg/mL pour E. coli incubé sans cellules. Cela
n'est pas surprenant car la ciprofloxacine induit elle-méme la réponse SOS et donc
I'expression de gqnrB2. Mais cela ne nous permet pas de voir si une différence existe entre
conditions neutrophiles et Gl-sepsis.

Les CMI obtenues avec la souche E. coli MG1656-lexAlnd3/pPqnrB-gnrB2 sont inférieures
quelle que soit la condition utlisée, confirmant que 'augmentation de CMI est due a la réponse
SOS.

1.3.1.2. Niveau d’expression du géne qnrB2

Nous avons ensuite évalué le niveau des transcrits de gnrB2. Ce niveau a été quantifié a I'état
basal (bactéries seules), et dans la population de bactéries récupérées aprés lyse des
phagosomes que ce soit a partir des neutrophiles de donneurs sains ; ou des Gl de patients
septiques (Figure 70).
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Figure 70. Taux d’augmentation en I’expression de qnrB2

Bactéries seules n=5, Neut n=5, Gl-sepsis n=4

Le nombre de transcrits de gnrB2 a été normalisé par rapport au nombre de transcrits du géne
de ménage rpoB, et au nombre de copies de plasmide, en utilisant les nombre de de transcrits
du géne aph(3)-lla (géne plasmidique de résistance a la kanamycine et d’expression
constitutive) (Figure 54).

Nous observons que le niveau d’expression augmente de fagon significative, que ce soit avec
les neutrophiles (de 3,34 fois, p=0.0128) ou les Gl-sepsis (2,98 fois, p=0.0027). Comme
attendu, avec la condition E. coli MG1656-lexAInd3, le nombre de transcrits revient au niveau
basal, confirmant I'implication de la réponse SOS.

1.3.2. Optimisation d’un modéle pour quantifier I’activité d’excision de I'intégrase de
intégron

L’intégrase de I'intégron de classe 1 est une des cibles extra-chromosomiques de la régulation
SOS. L’intégrase, une fois exprimée aprés déclenchement de la réponse SOS, peut catalyser
des événements de recombinaison aboutissant a des réarrangements de cassettes. Nous
avons donc étudié si la réponse SOS déclenchée lors de l'incubation avec les neutrophiles ou
Gl pouvait induire une recombinaison avec excision de cassette.

Pour quantifier I'activité d’excision de I'intégrase, nous avons utilisé un systéeme avec deux
plasmides’”'®”. Un premier plasmide inducteur pZE1-Intl1w porte le géne int/1 sous son
propre promoteur. Etaint donné que le promoteur de int/1 contien une boite LexA, 'expression
de l'intégrase est inductible par l'activation de la réponse SOS. Le deuxieme plasmide
pExCatGFP (pSU38::Plac::attCaaqar-cat(T4)-attCvcr2 ::gfp contient une cassette composée
d’un géne cat de résistance au chloramphénicol, entouré de deux sites attC, suivi du géne gfp.
Une fois l'intégrase activée, la cassette cat est excisée, ce qui rapproche le géne gfp du
promoteur P(lac) permettant 'émission de fluorescence verte (Figure 53 A, page 98).

Dans notre modéle, nous avons utilisé 3 types de plasmides inducteurs : pZE1-Intl/1w, portant
le géne intl1 sous son propre promoteur, inductible par la réponse SOS ; pZE1-mcs1, ou le
géne de l'intégrase est absent qui ne devrait donc pas permettre d’excision (contréle négatif)
; et pZE1-IntliwlexAmut2, ou le site de fixation de LexA a été muté, ainsi I'intégrase est
constitutivement exprimée (contrdle positif) (Tableau 9, page 95).
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Aprés incubation avec des neutrophiles ou des Gl issus de la différenciation de la lignée
cellulaire HL-60, la phagocytose, la production de ROS et le pourcentage de cellules GFP +
ont été quantifiés par cytométrie en flux (Figure 71).
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Figure 71. Quantification de la phagocytose, production de ROS et pourcentage de cellules marquées GFP aprés induction de la réponse SOS par
les HL-60 différenciés en Gl ou Neutrophiles
GI-HL60 n=4, Neut-HL60 n=4. Test d’ANOVA, *p<0,05 ; **p<0,01
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Bien que les dérivés de la ligné HL-60 ont montré une activité de phagocytose et de production
de ROS similaire a celle quantifié precedemment (Figure 56, page 104 et Figure 58, 107), les
résultats pour la quantification du % de GFP ne correspondaient pas aux attentes. Le niveau
d’expression de gfp a été le méme pour les trois souches, au cours de temps, y compris avec
la souche qui contient le plasmide vide sans le géne intl1, pZE1-mcs1, ne pouvant donc pas
entrainer de recombinaison. Le % de GFP observé quelle que soit la condition est donc
attribuable a un bruit de fond. Nous n’avons pas non plus détecté d’événements de
recombinaiosn avec le contréle positf, E. coli MG1656-mCherry/pZE1-
Intl1wlexAmut2/pExCatGFP, pour lequel intl1 est exprimé de fagon constitutive, suggérant que
la fluorescence GFP attendue aprés excision est inférieure au niveau de sensibilité du
cytométre.

L’acquisition des bactéries non phagocytées, sans surprise, n’as pas montré de différence de
% de GFP+ aprés incubation avec les Gl et neutrophiles de la lignée cellulaire. L’acquisition
des bactéries incubées avec ciprofloxacine (25ng/mL), inducteur de la réponse SOS n’a pas
non plus montré une expression augmentée de GFP (Figure 72), alors que la cirpofloxacine
avait permis I'expression de PsfiA-gfp dans le modéle précédeent (Figure x).
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Figure 72. Fréquence d’excision parmi les bactéries non phagocytées

La fréquence d’excision a été estimée par la division du nombre d’événements mCherry+/GFP+, sur le
total de bactéries acquises (mCherry+). Cette fréquence a été estimée sur le temps apres 30, 40, 60 et
90 minutes d’incubation, pour les souches E. coli MG1656-mCherry/pZE1-Intl1w/ pExCatGFP, E. coli
MG1656-mCherry/pZE1-mcs1/ pExCatGFP et E. coli MG1656-mCherry/pZE1-Intl1wlexAmut2/
pExCatGFP, en incubation seules (cercle noir), avec Ciprofloxacine 25ng/mL (cercle vert), GI-HL60
(triangle violet pale), ou Neut-HL60 (losange bleu pale). GI-HL60 n=4, Neut-HL60 n=4.

L’ensemble des résultats confirme que la cytométrie en flux n’est pas adaptée pour I'analyse
de l'activité de l'intégrase par un systéme rapporteur d’excision de l'intégrase de I'intégron,
attendue autour de 107 pour la recombinaison des sites attC utilisés dans ce modéle ",
probablement di au niveau faible de I'expression de I'intégrase sous son propre promoteur,

méme aprés induction SOS""7.

Nous avons donc modifié le plasmide inducteur et avons utilisé le plasmide p734 qui est un
pBAD18 qui porte le géne de l'intégrase int/1 sous contréle du promoteur fort PBAD, inductible
en présence d’arabinose (0,2%)'®" (Tableau 9, page 95).
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Deux contrbles négatifs ont été utilisées dans ce modéle. Le premier etant I'incubation de la
souche E. coli/lp734/pExCatGFP dans un milieu contenant du Glucose 1% pour bloquer
'expresion du promoteur PBAD. Le plasmide vide pBAD18 qui ne porte pas le géne de
l'intégrase a été utilisé comme deuxieme contrble négatif.

La fréquence d’excision a été calculée comme le ratio entre le nombre de bactéries GFP+ sur
le total des bactéries. L'estimation de la fréquence d’excision par cytométrie en flux (Figure
52, page 97) a été comparée au calcul fait par étalement sur boites (Figure 73).
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Figure 73. Comparaison de I’estimation de la fréquence d’excision entre la cytométrie (A) et le
comptage sur boite (B)

Les valeurs representées sont la moyenne et I'écart-type de 10 expériences indépendants.

Si le niveau d’excision quantifié pour E. coli/p734/pExCatGFP incubé avec arabinose est
proche de 107 (niveau réporté précedemment pour cette construction'2%"), les résultats des
deux témoins négatifs ne sont pas cohérents avec une fréquence d’excision identique en
glucose et une fréquence d’excision avec le plasmide sans intégrase de 103, Ces resultats
confirment la limitation technique de la cytométrie en flux pour la quantification de la fréquence
d’excision de l'intégrase.

En revanche, la quantification des colonies fluorescentes sur boite a permis de voir une
différence significative de la fréquence d’excision apres induction par I'arabinose (Fréquence
d’excision pour E. coli/p734/pExCatGFP en conditions Arabinose vs. Glucose : 10 ivs. 5,2.10°
7. p=0.0084) (Figure 73B).

Cette performance différente entre les deux méthodes de quantification peut étre expliqué par
la capacité limité du cytométre d’identifier des événements rares, qui tombent dans le seuil de
fréquence du bruit de fond du cytométre.

Néanmoins, la quantification des colonies ayant eu un événement d’excision par comptage
des colonies fluorescentes parmi des centaines de colonies non fluorescentes n’est pas trés
rigoureuse. |l est préférable d'utiliser un plasmide rapporteur portant un géne de résistance en
aval de la cassette a exciser, pour faciliter le comptage sur milieu selectif.
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Nous avons donc utilisé le plasmide p6851 (pSU38::attCaadar-cat(T4)-attCycr2::aac6™-1b*)'"" qui

permet aprés excision I'expression du géne aac(6’)-Ib et résistance a la tobramycine (TbR)

(Figure 74).
Calcul de la fréquence d’excision
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Figure 74. Comparaison de I’activité d’excision E. coli MG1656/pZE1-IntlI1wlexAmut2

Tel que mesuré par I'expression de résistance a la tobramycine (TbR), ou I'expression de fluorescence
verte (GFP). Test t de student, *p=0.03. Les valeurs representées sont la moyenne et I'écart-type de 3
réplicats biologiques sur une experience

Nous avons d’abord fait cette expérience avec la souche E. coli MG1656/pZE1-
Intl1wlexAmut2 dans laquelle I'intégrase est exprimée de fagon consititutive pour voir si le
phénotype TbR pouvait étre détecté. L'expression de résistance a la tobramycine a montré
que c’était un rapporteur plus sensible pour la quantification de la fréquence d’excision sur
boite.

Nous nous sommes donc intéressés a adapter les conditions d’incubation des bactéries avec
les différents inducteurs pour arriver a induire I'expression de I'intégrase et I'excision de la
cassette attCaagar-cat(T4)-attCvcr2 en utilisant le plasmide p6851 et la résistance a la
tobramycine comme indicateur de I'excision.

Prenant en compte la fréquence minimale d’excision attendue pour E. coli MG1656/p6851, en
condition non induite, de l'ordre de 107 '® une quantité minimale de 10® bactéries est
nécessaire pour voir un évenement d’excision. Pour le test d’induction de la réponse SOS par
les ROS dans les phagosomes des granulocytes, nous partons d’une quantité initiale de 5.10”
bactéries, avec 2,5.10° cellules, pour une incubation de 30, 40, 60 et 90 minutes (Figure 71).

Sachant que ce nombre de bactéries n’est pas constant, en fonction de la division bactérienne,
de la phagocytose et de lyse des bactéries dans le phagosome, la quantification du nombre
total de bactéries phagocytées a été nécessaire. Cette quantification a été faite apres
l'incubation des bactéries E. coli MG1656/ pZE1-Int/1w/p6851 avec des granulocytes HL-60
différenciés et non triés c’est-a-dire contenant un mélange de GI-HL60 et Neut-HL60. En vue
d’augmenter le nombre final de bactéries récupérées, en respectant le ratio de bactéries par
cellule fixé initialement (200:1), nous avons choisi une concentration initiale de 2.10° bactéries
(incubées avec 10° et 107 cellules respectivement). Aprés 90 minutes d’incubation, les
bactéries non phagocytées ont été éliminées, et les granulocytes ont été lysés pour récuperer
les bactéries intra-cellulaires. Une dilution de 10 et 10 de cette suspension finale a été mise
sur boites non sélectives pour la quantification du nombre total de bactéries, et la totalité du

Ana Catalina Hernandez Padilla | Thése de doctorat | Université de Limoges | 128
Licence CC BY-NC-ND 3.0



volume restant sur une boite sélective contenant de la tobramycine (10 pg/mL), pour calculer
la fréquence d’excision (Figure 53 B, page 98) (Tableau 14).

Tableau 14. Nombre final et fréquence d’excision des bactéries phagocytées par des
granulocytes issues de la maturation de la lignée HL-60

. Quantité Quantité (_luantlte .
Sous-type E. coli initiale de | initiale de finale de Fréquence
cellulaire | MG1656/p6851 , . bactéries d'excision
cellules bactéries .
phagocytées
HL-60 pZE1-Intl1w 107 2.10° 1,8.10° 0

différenciés

(mélange pZE1- 7 9 4 -3
de Neutet | intl1wlexAmut2 10 210 3,1.10 5,4.10

Gl)

Etaient inférieur & 10°, le nombre total de bactéries phagocytées par les HL-60 différenciés
aprés 90 minutes d’incubation est limité pour permettre la visualisation d’'un événement
d’excision chez E. coli MG1656/ pZE1-Int/1w/p6851. Ce nombre parait suffisant pour calculer
la fréquence d’excision chez E. coli MG1656/ pZE1-Intl1wlexAmut2/p6851, exprimant int/1 de
facon constitutive. Néanmoins, la fréquence de recombinaison connue de intl1wlexAmut2 pour
les sites attCaadA7-attCVCR en culture planctonique est de 10° ', La fréquence d’excision
observée dans cette experience unique n’est donc pas interprétable. De plus, la quantité totale
de bactéries récuperés reste inférieure a 10°, ce que diminue la sensibilité du test.

Malheureusement, le nombre maximal de bactéries incubées avec les cellules est a la fois
limité par le nombre maximal de cellules disponibles pour cette expérience. Aprés 10 jours de
maturation, marquage et tri cellulaire, le nombre maximal des neutrophiles et Gl récupérés est
de 10".

Un dernier point d’optimisation que nous avons pu évaluer dans ce modéle est le temps
d’incubation. Dans le protocole original d’évaluation de 'activité d’excision de I'intégrase par
induction SOS (Guérin, 2009), les bactéries étaient incubées pendant 36 heures.

Par conséquent, le temps d’incubation de E. coli MG1656/ pZE1-Int/1w/p6851 avec des Neut-
HL60 ou des GI-HL60 a été prolongé a 36 heures. Ensuite, les bactéries extracellulaires ont
été éliminées et les cellules lysées pour récupérer le total de bactéries phagocytées, et calculer
la fréquence d’excision (Tableau 15).

Tableau 15. Quantité finale et fréquence d’excision de E. coli MG1656/ pZE1-IntI1w/p6851 aprés
36 heures d’incubation avec des Neut-HL60 ou GI-HL60

Quantité | Quantité s
initiale | initiale | CUaNtte | b lence
Inducteur SOS finale de \ 9 .
de de . . d'excision
. . bactéries
cellules | bactéries
Neut-HL60 2,2.108
107 2.10°
GI-HL60 3,1.108
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L’incubation pendant 36 heures a permis d’augmenter le nombre final de bactéries
phagocytées de 1 log. Néanmoins, cette quantité reste limitée pour quantifier une fréquence
d’excision par la recombinaison des sites atftCaaqa7 €t attCyvcre. Des futures expériences
pourraient optimiser le modéle (Figure 75), en changent les sites attC pour des sites plus
recombinogénes (section 1.3.2 de Discussion, page 164).
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Figure 75. Proposition de protocole pour mesurer la fréquence d’excision des bactéries phagocytées
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Abstract:

Bacteria encounter high ROS concentrations in granulocytes’ phagosomes during the innate
immune response to sepsis. Reactive oxygen species (ROS) induce the SOS response allowing
bacterial adaptation to stress and expression of antimicrobial resistance (AMR). Sepsis patients
with increased circulating immature granulocytes (IG) displaying limited pathogen-killing
functions have a worst clinical prognosis. We assessed the capacity of human granulocytes to
induce bacterial SOS-related AMR and the effect of granulocyte maturity in this induction in
an ex vivo model. We discovered that compared to mature granulocytes, Sepsis’s IG induced
more the SOS response due to their limited NADPH oxidase-dependent ROS production,
explained by its decreased activation and expression. Phagocyted bacteria increased expression
of gnrB2, a plasmid-borne SOS-regulated gene coding fluoroquinolones resistance. In the
absence of antimicrobial pressure, the sepsis immune response may promote AMR expression.

One-Sentence Summary: Granulocytes’ ROS production in septic patients can induce
bacterial SOS response and antimicrobial resistance expression.
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Main Text

Mature granulocytes (MG) are the most abundant cell effectors of the innate immune response.
MG specialize in pathogen recognition and phagocytosis through the Fey receptors (CD32,
CD64, CD16) (1). Pathogen internalization activates the production of reactive oxygen species
(ROS) by the NADPH oxidase complex (/,2). This complex assembles 2 membrane (gp91phox
and p22phox) and 3 cytoplasmic proteins (p40phox, p67phox and p47phox). A functional
NADPH oxidase complex is necessary to achieve bacterial clearance. A deficiency of this
complex, mainly due to gp91phox or p47phox mutations, leads to a primary immunodeficiency
named chronic granulomatous disease (CGD). CGD granulocytes conserve phagocytic activity
but fail to produce phagosomal ROS by the NADPH oxidase complex, leading to recurrent
invasive bacterial infections (3).

Sepsis, defined as a dysregulated immune response to infection, is a major cause of health loss
worldwide, affecting up to 50 million people annually and reaching 20% attributable mortality
(4). Sepsis is characterized by an emergency granulopoiesis leading to the acute liberation of
immature granulocytes (IG) from the bone marrow triggered by the infectious-related cytokine
storm and the acute consumption of MG (5). IG’s phagocytosis function and ROS production
are less effective than those of MG (6,7), and the increase of IG in peripheral blood is associated
with a worst short-term prognosis and increased mortality in sepsis (8).

Most bacteria adapt to environmental stress through the bacterial SOS response (9), activated
by DNA damages. In Escherichia coli, more than 50 genes are part of the SOS regulon,
encoding diverse functions related to DNA repair, translesion DNA replication and cell division
arrest (sfid) (9,10). This coordinated cellular response is regulated by the repressor, LexA, and
the activator, RecA. LexA binds to a LexA-box sequence located in the promoter region of the
regulated genes (/7). During infection and the associated immune response, bacteria are
phagocyted by granulocyte and encounter ROS in phagosomes (/,2), potential bacterial
stressors leading to DNA damage (/2).

Our research hypothesis was that the low-level of ROS production by IG in the early steps of
sepsis might promote the induction of the bacterial SOS response. We report herein that ROS
produced in granulocytes from septic patients induce the bacterial SOS response inside the
phagosome, resulting in increased expression of antibiotic resistance genes.

First, we developed an ex-vivo incubation model of human granulocytes (MG from healthy
donors (HD-MG) or IG from septic patients (Sepsis-1G)) with E. coli derivatives (Table S1) to
analyze the granulocyte-bacteria interaction. To evidence the bacterial SOS induction,
mCherry-E. coli was transformed with a plasmid containing a transcriptional fusion between
the promoter of the SOS-regulated sfi4 gene (PsfiA) and the gfp gene encoding a green
fluorescent protein (Fig. 1B). Flow cytometry analyzes showed that both HD-MG and Sepsis-
IG phagocyted mCherry-E. coli bacteria (Fig. 1A) and induced the expression of the PsfiA::gfp
fusion (Fig. 1C), suggesting an SOS response induction. Interestingly, this induction increased
over time in Sepsis-1G, reaching a significantly higher induction after 90 min of incubation than
in HD-MG (84.5% + 2.46 vs 45.6% + 4.15, p<0.0001) (Fig. 1C). To assess if PsfiA::gfp
expression was induced by the ROS produced by the NADPH oxidase complex, MG from a
CGD patient (CGD-MG) with a mutation in the gp91phox, were added as a negative control
for the ROS-producing NADPH oxidase pathway. We observed that CGD-MG did not induce
PsfiA::gfp expression (Fig. 1C). Conversely, we detected a high level of GFP, whatever the
granulocyte subset, with the mCherry-E. coli/pPsfiA*::gfp strain where the GFP expression is
constitutive. No GFP expression was observed with the mCherry-/lexAInd3/pPsfiA::gfp unable
to activate the SOS response or with the mCherry-E. coli/p-gfp strain without the PsfiA
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promoter (Fig. S1 and Fig. S2, Table S1). Altogether, these results confirmed that the induction
of pPsfiA::gfp was SOS-dependent. We also verified that the SOS induction was not due to the
use of the oxidation-sensitive probe to detect ROS produced by granulocytes (Fig. S3).
As granulocytes are also able to release ROS towards the extracellular compartment (13,174),
we assessed the SOS induction on the non-phagocyted extracellular bacteria (Fig. 1D). The
SOS induction of these bacteria was comparable to that of bacteria grown alone (10.38% +
17.65 vs 2.93% + 1.74) (Fig. 1E). In contrast, incubation with ciprofloxacin, an inducer of the
SOS response, strongly induced the GFP expression, showing that the bacterial SOS response
was still inducible.
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Fig. 1. Bacterial SOS response evidenced after phagocytosis by granulocytes. (A, B, C) Mature
granulocytes (MG) from Healthy donors (HD-MG, n=10), immature granulocytes from septic patients
(Sepsis-1G, n=5) and MG from a patient with chronic granulomatous disease (CGD-MG, n=1) were
incubated with mCherry-E.coli/pPsfiA::gfp to assess the SOS induction by flow cytometry. (A)
Representative flow cytometry density plots to follow i) granulocytes having performed phagocytosis
identified by the mCherry fluorescence expressed by phagocyted bacteria (left panel); ii) SOS response
induction by GFP fluorescence in phagocytic cells over time. (B) The plasmid used to follow SOS
induction carries the gfp gene under the control of the sfi4 promoter repressed by LexA and induced
upon SOS induction. It is carried by a bacteria with a chromosomal mCherry gene constitutively
expressed. (C) Induction of SOS response quantified as the percentage of granulocytes containing
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bacteria GFP+ among phagocytic granulocytes. (D) Representative density plot of the SOS induction in
extracellular bacteria by GFP expression among mCherry-E. coli/pPsfiA::gfp. (E) Induction of SOS
response quantified as the percentage of extracellular GFP+ bacteria. As a control, bacteria were grown
alone (black) or in the presence of ciprofloxacin (a known SOS inductor at 25ng/ml, n=12) to assess the
capacity of the system to measure SOS induction. Error bars represent mean + SEM. Each color star
was compared with the corresponding color curve and was calculated using ANOVA test, **p<0.01,
*#*p<0.001, ****p<0.0001.

Then, we quantified Sepsis-IG, HD-MG and CGD-MG phagocytosis capacities and ROS
production by flow cytometry (Fig. 2A). mCherry fluorescence among granulocytes informed
about the number of cells performing phagocytosis (Fig. 2B) and the mean fluorescence
intensity for mCherry inside phagocytic cells provides information on the quantity of bacteria
phagocyted (Fig. 2C). Sepsis-IG showed significantly lower phagocytosis capacities when
compared to HD-MG and CGD-MG (Fig. 2B and C). ROS production peaked at 30 min
incubation among granulocytes performing phagocytosis and then decreased, in line with the
known timing of ROS production within the early phagosome (/5). Phagocytic Sepsis-1G
produced significantly less ROS than phagocytic HD-MG (7.6 times lower, p<0.02) over time
(Fig. 2D). Surprisingly, the production of ROS in the CGD-MG was higher than in Sepsis-1G
(Fig. 2D). As CGD patients are unable to produce ROS with the NADPH oxidase complex
(3,16), these results likely reflect the oxidative stress induced by the granulocyte’s metabolism
(17). Confocal microscopy imaging of bacteria incubated with granulocytes showed GFP+
mCherry-E. coli preferentially inside the cell (Fig. 2E, white arrows and Fig. S4) and
colocalized with ROS. These observations indicate that Sepsis-1G induce the PsfiA::gfp fusion
expression within the phagosome and that the bacterial SOS induction is related to the IG’s low
level of ROS produced by the NADPH oxidase complex. Indeed, the absence of phagosomal
ROS leads to an absence of SOS signal (CGD-MG), while a comparatively higher ROS
production has a limited SOS induction (HD-MG) (Fig.2D and Fig.1C).

Although IG are typically absent in peripheral blood, their liberation from the bone marrow is
not exclusive to sepsis (systemic lupus erythematous, cancer) (/8). Therefore, we explored
whether the SOS induction was related to the IG status or the septic-related immune
dysregulation. We thus used IG recovered from leftover samples of hematopoietic stem cell
donors who received Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF). G-CSF promotes the
production and release of CD34+ stem cells from the bone marrow, including 1G. These IG,
comparatively to those released during sepsis, have not encountered the cytokine storm or
pathogen-related inflammatory markers, and are thus considered to be non-primed (non-
primed-IG). We observed that the phagocytosis capacities and ROS production of non-primed-
IG and Sepsis-IG were not significantly different (Fig. S5, A and B). However, the maximum
of phagocytosis reached only 47.8% at 90 min for non-primed-IG, whereas it was 77% for
Sepsis-1IG. Non-primed-IG showed a strong early SOS response induction that peaked at 30
min but then reached a plateau under 60% (Fig. S5C). This suggests that IG induce the SOS
response regardless of the source. The higher SOS induction, obtained at 90 min with Sepsis-
IG, is likely due to the higher phagocytosis of this cell subset compared to non-primed-1G (Fig.
S5A). Although Sepsis-IG displayed weaker phagocytosis than HD-MG, they improved their
phagocytic activity over time, reaching a percentage of phagocytic cells similar to that of HD-
MG after 90 min incubation (Fig. 2B). This functional ‘recovery’ may be related to the
granulocyte activation in peripheral blood by the pro-inflammatory mediators increased in
sepsis (/9). To assess the effect of granulocyte priming by soluble plasmatic proteins, non-
primed-IG were primed using plasma from septic patients before incubation with mCherry-E.
coli. We found that, as expected, the priming increased the phagocytosis levels close to those
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of Sepsis-IG. However, it did not affect ROS production, suggesting that ROS production may
be dependent of the differentiation status of the granulocyte (Fig. S6, A and B). Interestingly,
SOS induction increased in primed IG compared to non-primed-1G (Fig. S6C), suggesting that
the increased SOS induction with Sepsis-IG depends both on phagocytic activity and ROS
production.
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Fig. 2. Granulocyte phagocytosis and ROS production. mCherry-E. coli/pPsfiA::gfp were incubated
with granulocytes over time and acquired by flow cytometry (A) and confocal microscopy (E). (A)
Representative density plot of phagocytosis of mCherry-E. coli and histogram on ROS produced by
phagocytic HD-MG. Two readouts were measured by flow cytometry: (B) percentage of granulocytes
containing bacteria and (C) the mean fluorescence intensity for mCherry corresponding to the
fluorescence emitted by the bacteria inside phagocytic cells for HD-MG (n=10), Sepsis-IG (n=5) and
CGD-MG (n=1) as function of incubation time. (D) ROS production was detected in phagocytic cells
using the CellRox Deep Red probe and expressed as mean fluorescence intensity (MFI). (E) The actin
filaments of granulocytes were stained with phalloidin (blue), the ROS produced by granulocytes were
identified with the CellRox Deep Red probe (white). The phagocytosis of bacteria was followed by the
detection of mCherry (red) and the SOS induction was evidenced by GFP expression (green and white
arrows). Error bars represent mean + SEM. Each color star was compared with the corresponding color
curve and represented the result of an ANOVA test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Then, we assessed the expression of two subunits of the NADPH oxidase complex, gp91phox
and p47phox, by Western blot at 30, 60 and 90 minutes of incubation with mCherry-E. coli.
Both proteins were less expressed in Sepsis-1G, in line with their lower ROS production (Fig.
3, A, B and C). NADPH oxidase activity depends not only on its expression but also on its
assembly as an active membrane-bound complex in response to Fcy receptor-triggered
pathways (FcyR) (Fig. 3G). We thus quantified the expression of these receptors by flow
cytometry. We did not observe a significant difference in the expression level of CD64 (FcyRI)
and CD32 (FcyRII) at baseline or after stimulation (Fig. 3, D and E). However, results showed
a significant decrease of CD16 (FcyRIII) for all subsets from 10 minutes of incubation with the
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bacteria (Fig. 3F). CD16 is responsible for pathogen attachment, a step needed for both
phagocytosis and triggering of one of the phosphorylation cascade pathways required to
assemble the active NADPH oxidase complex (Fig. 3G) (20,217). Granulocyte phagocytosis
induces CD16 cleavage, causing its loss (22). IG are phenotypically characterized by the surface
expression of receptors CD11b", CD62L1e", CD10°%, and CD16'Y (23).
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Fig. 3. Expression of NADPH oxidase complex subunits and membrane receptors implicated in
phagocytosis and ROS production (A) Representative Western Blot (WB) of two subunits of the
NADPH oxidase complex, gp91phox and p47phox, after incubation of granulocytes with mCherry-E.
coli for different times (10, 30, 60 min). (B) Relative quantification of protein expression gp91phox and
p47phox using ChemiDoc™ touch Imaging System and Image-lab softwares. HD-MG (n=3) and Sepsis-
IG (n=3). (D-F) Expression of membrane receptors implicated in phagocytosis and ROS production
were analyzed by flow cytometry over time and represented in expression of (D) MFI CD64, (E) MFI
CD32 and (F) MFI CD16 receptors for HD-MG (n=6), Sepsis-IG (n=5) and CGD-MG (n=5). (G)
Schematic summary of the NADPH oxidase complex assembly after phosphorylation by p38MAPK and
ERK1/2 through stimulated Fcy receptors (CD64, CD32, CD16) by pathogen recognition. Error bars
represent mean + SEM. For (F), * difference between HD-MG without bacteria (no stim) and HD-MG
or Sepsis-IG for each time. ANOVA test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Altogether, our results confirm the limited antimicrobial activity of Sepsis-IG by converging
mechanisms, i.e. weaker bacterial phagocytosis, limited NADPH complex expression and
activation, leading to a lower ROS production.
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We then explored the potential biological impact of the SOS induction by Sepsis-IG. For this,
we used the plasmid-borne gnrB2 gene, conferring resistance to ciprofloxacin, which is SOS-
regulated (24). HD-MG and Sepsis-1G were incubated for 90 min with E. coli MG1656 strains
(WT and lexAInd3) carrying the PqnrB-gnrB2 plasmid (Table S1). Extracellular bacteria were
cleared out, and granulocytes recovered and lysed to access phagocyted bacteria. gnrB2
transcript copy number was quantified by RT-qPCR and normalized to the copy number of the
constitutively expressed chromosomal housekeeping gene rpoB and the kanamycin resistance
gene aph(3°)-1la, located on the PqnrB-gnrB2 plasmid.

Incubation with HD-MG and Sepsis-IG led to a 3.34-fold (p=0.018) and 2.98-fold (p=0.02)
increase in gnrB2 expression, respectively, compared to bacteria incubated alone. These results
are close to the value previously observed for a de-repressed PqnrB promoter with mutated
LexA-box (3.6-fold increase reported for a pPqnrB-lexA*-gnrB2) (24). This expression was
not increased in the lexAInd3/pPqnrB-gnrB2 strain, confirming that gnrB2 expression is SOS-
dependent (Fig. 4).

Il Bacteria alone

4 HD-MG
Sepsis-IG
3- 1 I P

Fold increase in gnrB2 expression

WT LexAlnd3

Fig. 4. Expression of gnrB2 in phagocytic HD-MG and Sepsis-IG. E. coli MG1656 (WT) or
expressing a mutated non-cleavable LexA (LexAlInd3) carrying the pPqnrB-gnrB2 plasmid were
incubated with granulocytes. Phagocyted bacteria were recovered after 90 min incubation with HD-MG
or Sepsis-1G. Bacteria alone were used as a control for the basal gnrB2 expression. Results are expressed
as the fold-change in gnrB2 expression. gnrB2 transcript copy number was normalized to the copy
number of the constitutively expressed chromosomal housekeeping gene rpoB and the kanamycin
resistance gene, aph(3°)-Ila gene, located on the PqnrB-gnrB2 plasmid, under its constitutive promoter.
Error bars represent mean + SEM ANOVA test, *p<0.05, **p<0.01.

Although all granulocytes induced gnrB2 expression, the biological impact would not be the
same for all subsets. Indeed, as IG have lower phagocytosis and bactericidal activity than MG
(Fig.2, B, C and D), the probability of having SOS-induced viable bacteria expressing gnrB2 in
Sepsis-IG is higher than in MG in which almost all bacteria are phagocyted and non-viable

(6,16).

In sepsis, antibiotic resistance has been reported in up to 26% of community-acquired sepsis
(25), and inappropriate antibiotic treatment is significantly associated with increased severity
and mortality (26). Besides the gnrB2 expression, the bacterial SOS response has several
impacts in bacterial virulence and antimicrobial resistance. The SOS response participates in
antibiotic resistance gene acquisition and expression (27,28) through additional mechanisms
such as increased mutation rate (29) or shuffling of resistance gene cassettes via the induction
of the integron integrase (30). The expression of the phage-carried fibronectin binding protein
(fbp) by Staphylococcus aureus, or the toxins colicine and cholera (CTX) by E. coli and Vibrio
cholerae respectively, are SOS inducible. Furthermore, the activation of the SOS response can
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induce the dissemination of virulence genes like the CTX carried by V. cholerae, and the toxic
shock syndrome toxin by S. aureus (28), which could potentially turn innocuous colonizing
bacteria into pathogenic ones.

Our work shows that the low-level of ROS production and lower phagocytosis of IG in sepsis
could be beneficial for the pathogen via the SOS induction, allowing bacteria to enhance an
adaptive response. The capacity of the innate immune response in sepsis to trigger the
expression and dissemination of more resistant and virulent bacteria during infection ought
further evaluation.
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Supplementary information
MATERIALS AND METHODS
Septic patients, Chronic Granulomatous Disease (CGD) patient and healthy donors
Peripheral blood (PB) samples from all patients and donors were collected at the
University Hospital Center of Limoges (CHU of Limoges), France, in accordance with
the ethical principles of the Declaration of Helsinki and with the approval of the local
ethical committee (CPP number: 18.11.30.42116; Clinicaltrial.gov: NCT03846596).
Blood samples from septic patients were collected only if the patient filled the following
criteria: Having a diagnosis of sepsis within the last 24h, being admitted at the ICU,
and having >80% of |G in peripheral blood as quantified by flow cytometry (Fig.S7,A
and B).
Immature granulocytes (IG) are absent from PB in healthy donors. However,
hematopoietic stem cell donors receive multiple doses of Granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF) to induce the release of CD34+ stem cells from bone
marrow in PB. During the process, |G are also release in the PB. A leftover aliquot was
collected with the donor consent (Number CODECOH AC-2021-4790), in the Center
for biological resources of the CHU of Limoges, to isolate 1Gs. Compared to IG from
septic patients, whose liberation is secondary to the infectious signal, mediated by
proinflammatory cytokines and pathogen associated molecular patterns (7), IG
liberated by G-CSF are considered non-primed. Therefore, this cell subset will be
further called non-primed-I1G (NP-IG).

Isolation of granulocytes

Immature and Mature granulocytes were obtained by negative magnetic sorting from
collected peripheral blood (PB) using the EasySep Direct Human Neutrophil Isolation
kit (STEMCELL). 5 mL of peripheral blood was incubated for 5 min at RT with isolation
cocktail and RapidSphere at a concentration of 50 yL/mL according to manufacturer’s
instruction in 15 mL polypropylene tubes. Phosphate buffered saline (PBS) (Eurobio
Scientific) was added to top up to 12 mL and the tube was placed in the “The Big Easy”
magnet (STEMCELL) for 10 min. The granulocytes in suspension were obtained by
pouring in a new tube. The process was repeated twice to achieve a high purity of the
granulocytic population. The lower cutoff of granulocytes (IG/IMG) concentration was
set at 90 % among total cells collected as quantified by flow cytometry. The final
concentration of isolated granulocytes was counted using Countess 3FL Automated
cell Counter (Invitrogen). Purity was checked by flow cytometry (Figure S7,A and B)
after labeling the cells with antibodies summarized in Table S2.

Priming of Non-primed-I1G

The granulocytes from stem cells donors were incubated with plasma from septic
patients at a concentration of 10.10% cells/mL for 10 min at 37°C. Then, the
granulocytes were washed with PBS, centrifuged and resuspended in RPMI 1640
medium (Eurobio) to reach a concentration of 1.10° cells/mL.

Morphology analysis of IG

After isolation, the granulocytes from septic patients and healthy donors were
suspended in RPMI 1640 medium to reach a concentration of 1.10® cells/mL. Then,
100 pL was centrifuged over a microscope slide using the Epredia™ cytocentrifuge
Cytospin 4 (Thermofischer). The slides were stained with May-Grunwald-Giemsa dyes
(CellaVision) and acquired with the NanoZoomer RS2 (Hamamatsu). Images were
analyzed with the NDP view software (Hamamatsu) (Fig. S7,C and D).
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E. coli strains and plasmids

Bacterial strains and plasmids used in this study are summarized in the Supplementary
Table 1. Plasmids schemes and associated phenotype of GFP expression as
assessed by flow cytometry are shown in Fig. 1B and Fig. S1.

Construction of the mCherry-lexAlnd3 strain

The mCherry-lexAlnd3 strain, expressing constitutively mCherry protein, was
constructed by transduction of a P1 lysate carrying the km-frt-mcherry cassette (2) at
the Aatt of an E. coli MG1656-lexAInd3 receiver strain. The kanamycin resistance was
removed in a second step using a FLP recombinase, as previously described (3).
Product colonies were screened by Sanger sequencing for the presence of the mcherry
gene (primers IATT-ext5 and IATT-ext3 listed in the Table S3. Then, mcherry
expression was verified by flow cytometry.

Construction of the p-gfp plasmid

The p-gfp plasmid was constructed starting from the pP(sfiA)*::gfp plasmid by the
deletion of the PsfiA* sequence, using the primers DelPsfiARev and DelPsfiAFwd
(Table S3), using the In-Fusion HD cloning kit (Clontech). Deletion was confirmed by
Sanger sequencing using the primers Km-verif-3 and MRVD-2 (listed in the Table S3),
and by the loss of green fluorescence assessed by flow cytometry.

Bacterial culture

Strains were grown overnight at 37°C under agitation at 300 rpm in Luria-Bertani (LB)
medium supplemented with kanamycin (Km 25pg/ml) when required. A 1:100 dilution
was incubated under the same conditions until it reached an ODego of 0.6-0.8. The
measured ODgoo Was used to calculate the volume required for a final concentration of
5.108 bacteria per mL (ODsoo of 1) for incubation with granulocytes.

Incubation of granulocytes with bacteria

The isolated granulocytes were incubated for the indicated time (0-10-30-60 and 90
min) with the mCherry-E. coli strains at a ratio of 200 bacteria per 1 granulocyte at
37°C in a water bath. Incubation was performed in hemolysis tubes with RPMI 1640
medium, supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio) heat-inactivated at
56°C, 1% amino acid (Gibco), glutamine (Gibco), pyruvate (Gibco) and vitamins
(Gibco). After each incubation time, samples were removed from the water bath and
placed on ice until processing.

Clearance of extracellular bacteria

To recovered phagocyte bacteria for gene expression experiments we used a sucrose
gradient. After incubation, tubes were placed in ice to stop phagocytosis. To eliminate
extracellular bacteria, a density gradient centrifugation was performed using ice-cold
sucrose 50% and a 300 x g centrifugation for 8 min at 4°C (4). The upper phase
suspension containing the extracellular bacteria was discarded, and the sucrose phase
diluted with 1x volume of cold PBS. After a second centrifugation at 250 x g for 5 min,
the pellet containing the granulocytes with the phagocytes bacteria was recovered.

Cytometry analyses
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Immunophenotyping, phagocytosis, ROS production and SOS response
measurements described below were acquired by flow cytometry (CytoFLEX LX,
Beckman coulter) and analyzed using Kaluza 2.1 software (Beckman).

Immunophenotyping of IG

Granulocytes were incubated with E. coli MG1656 at a 200:1 ratio at different times
(10, 30, 40, 60, 90 min). Then, the mix was stained with the antibodies summarized in
the Table S4 for 15 min at 4°C. After a washing step, the samples were analyzed by
flow cytometry.

Phagocytosis measurement

Incubation of each granulocyte subset with the mCherry-E. coli strains was performed
as explained before, for 10, 30, 40, 60 and 90 min. After incubation, sample were split
in 2, one for flow cytometry analysis and one for confocal microscopy. For flow
cytometry, granulocytes were stained with the viability marker DAPI (BD Biosciences)
and the samples were fixed with a formaldehyde solution (Merck) at a final
concentration of 2% in PBS. For confocal microscopy, granulocytes were fixed and
permeabilized using a formaldehyde solution 4% (Merck) for 10 min at 4°C. After
incubation, the samples were stained with CytoPainter Phalloidin-iFluor 405 Reagent
(Abcam) for 30 min at 4°C in the dark in order to stain granulocytes’ actin filaments.
After a washing step with PBS, the pellet was resuspended with 25uL of PBS and
deposited on microscope slide (SUPERFROST® PLUS, Thermofisher). Pictures were
acquired by confocal microscopy (LSM880 Zeiss) and analyzed using IMARIS 9.6
software (Bitplane). In both experiments, the presence of phagocyted bacteria was
determined by the presence of mCherry-E. coli (red fluorescent bacteria).

Reactive Oxygen Species measurement

After incubation with mCherry-E. coli (for 10, 30, 60 min), granulocytes’ ROS were
detected using the Cellular Reactive Oxygen Species Detection Assay Kit (Abcam) as
described in the supplier protocol. In brief, 1uL of oxidation-sensitive probe was added
at 1 million cells/mL and incubated for another 30 min at 37°C in a water bath. The
probe detects intracellular ROS such as superoxide and hydroxyl radical in live cells.
DAPI dye (BD Biosciences) was added in the sample for 5 min at 4°C and samples
were fixed with a solution of PBS 2% formaldehyde (Merck) to stop any further ROS
production. Data were acquired by flow cytometry. DAPI positive cell were considered
dead and excluded from the analysis.

Assessment of the Bacterial SOS response induction

Induction of SOS response was analyzed by flow cytometry and confocal microscopy.
For flow cytometry, the fixed granulocytes were incubated with bacteria were acquired
with the flow cytometer (CytoFLEX LX, Beckman coulter) and analyzed for GFP
expression. A parallel condition incubating mCherry-E. coli with granulocytes was
performed adding culture media instead of the oxidation-sensitive probe, to make sure
the SOS induction results were replicable to those with the probe, independently from
the presence of the oxidation-sensitive probe.

For confocal microscopy, after incubation with Cellular Reactive Oxygen Species
Detection Assay Kit, the granulocytes incubated with mCherry-E. colilpP(sfiA)::gfp
were centrifuged 5 min at 200 x g and permeabilized with a solution of 4%
formaldehyde (Merck) for 10 min at 4°C. After incubation, the samples were stained
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with CytoPainter Phalloidin-iFluor 405 Reagent (Abcam) for 30 min at 4°C in the dark
in order to stain granulocytes’ actin filaments. After a washing step with PBS, the pellet
was resuspended with 25uL of PBS and deposited on microscope slide
(SUPERFROST® PLUS, Thermofisher). Pictures were acquired by confocal
microscopy (LSM880 Zeiss) and analyzed using IMARIS 9.6 software (Bitplane).

Quantification of gnrB2 transcripts

Sample preparation
E. coliMG1656/pPqnrB-qnrB2 and MG1656/exAlnd3/pPgnrB-qgnrB2 were incubated at
a 200:1 ratio with granulocytes from healthy donors (n=5), stem cells donors (n=5), or
septic patients (n=4) for 90 min at 37°C in a water bath. An additional condition of
bacteria incubated alone was performed in parallel to quantify the basal expression of
qnrB2. Granulocytes and extracellular bacteria were separated as described above.

RNA extraction
The cellular pellet was resuspended in 1mL ice-cold sterile water and incubated for 10
min on ice. Then, a 15 min incubation with RNase A at room temperature (Macherey-
Nagel) was performed to eliminate contaminating eukaryotic RNA. RNase A was
cleared out by centrifugation (>12000 x g for 10 min, RT), and the pellet washed in
filtered PBS. The final product was immediately processed with the RNeasy Mini Kit
(Qiagen), following manufacturer's instructions to recover bacterial RNA.
Contaminating DNA was removed from RNA samples using the Turbo-DNAfree kit
(ThermoFisher Scientific). Purified RNA were dosed using a Nanodrop ND1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR)
Retro-transcription (RT) was performed following indications of the PrimeScript RT
Reagent Kit (Perfect Real Time, Takara), in a final volume of 60 pL. RNA
concentrations were all adjusted to a final quantity equivalent to that of the less
concentrated sample (32 ng). A matching negative control of each sample without the
RT enzyme mix was added.

Samples were then incubated at 37°C for 15 min to allow retro-transcription, followed
by 5 seconds at 85°C to inactivate the RT. cDNA were quantified with the Perfecta
fastmix Il (QuantaBio), following manufacturer’s instructions with appropriate primers
(10 uM) and a FAM-probe (10 uM) (Table S3). Samples were processed in technical
triplicates. A standard curve was done using a range of 102 to 10% copies of a plasmid
containing the targeted genes. Each gene (chromosomal rpoB and plasmidic qnrB2
and aph(3’)-1la) was targeted separately. The chromosomal housekeeping rpoB gene
was used for normalization. To account for the multiple plasmid copies per bacteria,
the plasmidic gene conferring constitutive expression of kanamycin resistance
(aph(3’)-1la) was used for normalization of the gnrB2 expression.

The number of cDNA gene copies considered was a product of the subtraction of the
mean between each triplicate Sq, and the Sq measured for the corresponding RT
negative control

Western blot

Granulocytes were incubated with mCherry-E. coli for 10, 30 and 60 min at 37°C in a
water bath, the tubes were centrifuged for 5 min at 300 x g. The granulocyte pellets
were lysed with RIPA lysis buffer (Santa Cruz) supplemented with a protease (PMSF
200mM, Santa Cruz) and phosphatase inhibitor (Na-Orthovandate 100nM, Santa
Cruz) for 30 min in ice, centrifuged for 20 min at 18000 x g and the supernatant
containing proteins was kept. Protein concentration was estimated from standard
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range of BSA (2 mg/mL, BIO-RAD) with the addition of Bradford’s reagent (BIO-RAD)
and then the protein concentration was measured with Multiskan FC at 595 nm
(Thermofisher).

Proteins (30 pg/uL) were boiled for 5 min at 95°C with 4X Laemmli buffer (BIORAD)
supplemented with 10 % B-mercaptoethanol (BIORD), separated by SDS-PAGE and
transferred to the PolyVinyliDene Fluoride (PVDF ) transfer membrane (Life Sciences).
Membranes were blocked using 5 % BSA (Euromedex) in Trisma Base 10X (TBS,
Sigma) supplemented with 0.1 % Tween20 solution (Sigma) for 1 h at romm
temperature and incubated with primary antibodies: anti-gp91phox (Thermofisher) and
anti-p47phox (Cellsignaling) at a dilution of 1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween20
overnight at 4°C. The primary antibodies were detected with HRP-conjugated
secondary antibody anti-rabbit (BIORAD) at a dilution of 1:5000 in 5 % skin milk
(Millipore) in TBS-Tween20 for 1 h at RT. B-actin polymerase Antibody (Invitrogen)
was used as control at a dilution of 1:2000 with 5% skin milk in TBS-Tween20 for 1 h
at RT and was detected with secondary antibody anti-rabbit at a dilution of 1:5000 in
5% skin milk for 1 h at RT. A chemiluminescent HRP substrate was used for signal
detection (Millipore) on ChemiDoc™ touch Imaging System (BIO-RAD). Densitometric
quantification was performed using Image-lab software v6.0 (BIO-RAD).

Statistical analysis

All graphs were created using Graphpad prism 8.4.3 software. The geometric mean
(MFI1 of mCherry, MFI of CD64, CD32 and CD16, MFI of ROS production by phagocytic
cells, % phagocytic cells, % bacteria GFP+ production and SOS induction) of each
variable measured by flow cytometry was compared between each condition and the
results of incubation between mCherry-E. coli and HD-MG at the matching time-point
using the two-way ANOVA test. Statistical significance was defined as a p<0.05, and
significant p-values represented for each point as follows: *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Fig. S1. Bacterial controls of SOS induction model. An mCherry-E. coli strain expressing
constitutively the mCherry was used, allowing bacterial identification by flow cytometry and confocal
microscopy. SOS induction was followed by the expression of the gfp gene under the control of the sfiA
promoter (PsfiA), carrying a LexA box, and thus SOS inducible. (A) A mutation of the LexA box in PsfiA
prevents LexA binding and SOS repression of gfp expression (pPsfiA*::gfp plasmid) resulting in a
constitutive green fluorescence expression, identifiable both in phagocyted (B) and extracellular free
bacteria (C). A negative control for GFP fluorescence was created by deleting the psfiA fragment from
the PsfiA*::gfp plasmid (p-gfp) (D)The lack of GFP expression is evidenced in phagocyted (E) and free
bacteria (F). To control for SOS dependence of GFP expression in this model, the “pP(sfiA).:gfp” reporter
plasmid was transformed in a mCherry-LexAInd3 mutant (G), expressing a non-cleavable LexA protein,
and thus SOS negative. LexAInd3 mutation was related to a continuous repression of the gfp
expression, as evidenced by flow cytometry (H and I).
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Fig. S2. Phagocytosis, ROS production and SOS response in control bacteria. The different
granulocyte subsets (HD-MG, Non-primed-IG, Sepsis-IG and CGD-MG) were incubated in parallel with
“‘mCherry-E. colilp-gfp” (Negative control for GFP expression, A, D, G), ‘mCherry-
lexAInd3/pP(sfiA)::gfp” (negative control for SOS induction, B, E, H), and ‘mCherry-E.
colilpP(sfiA)*::gfp” (positive control for GFP expression, C, F, 1), and followed over time for: phagocytosis
(A — C), ROS production (detected by oxidation-sensitive probe and expressed as median fluorescence
intensity (MFI); D — F) and induction of SOS response (quantified as percentage of granulocytes
containing GFP+ bacteria among phagocytic granulocytes; G — ).

Sepsis-IG (pink, n=5), Non-primed-IG (yellow, n=5, HD-MG (blue, n=10) and CGD-MG (purple, n=1).
ANOVA test, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Fig. S3. Phagocytosis, ROS production and SOS response without Deep Red probe. Granulocytes
were incubated with mCherry-E. colilpSU38-P(sfiA)::gfp in the absence of the Deep-red probe for 0, 10,
30, 40, 60 and 90 minutes. (A) Proportion of phagocytic cells over time. Sepsis-IG (pink, n=6), H D-MG
(blue, n=10), Non-primed-IG (yellow, n=5) and CGD-MG (purple, n=1). (B) ROS production in
phagocytic cells estimated by Deep Red probe detection, No fluorescence was detected in the
650/675nm channel, used to detect the Deep red probe. (C) Induction of SOS response quantified as
percentage of granulocytes containing bacteria GFP+. Error bars represent mean + SEM. Each color
star is compared with the corresponding color curve by used ANOVA test, *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001; ****p<0.0001.
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Fig. S4. SOS response induction on the extracellular environment with Sepsis-IG. mCherry-
E.coli/pP(sfiA)::gfp were incubated with Sepsis-IG granulocytes over time and visualized by confocal
microscopy. Granulocytes’ actin filaments were stained using phalloidin (blue) and ROS presence
identified by addition of an oxidation sensitive probe (white). SOS induction in bacteria was evidenced
as green fluorescence (expression from pP(sfiA)::gfp) and presence of green fluorescent bacteria
outside granulocyte indicated with a white arrows.
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Fig. S5. Phagocytosis, ROS production and SOS response of Non-primed-IG vs HD-MG, Sepsis-
IG or CGD-MG. Granulocytes (HD-MG, Non-primed-IG, Sepsis-IG and CGD-MG) incubated with
mCherry-E. coli/pP(sfiA)::gfp were analyzed for (A) phagocytosis (% of granulocytes containing red
bacteria); (B) ROS production (detected by oxidation-sensitive probe and expressed as median
fluorescence intensity (MFI) and (C) SOS response induction (% of granulocytes containing GFP+
bacteria among phagocytic granulocytes) over time by flow cytometry.Error bars represent mean + SEM.
Each color star is compared with the corresponding color curve by used ANOVA test, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.

Sepsis-IG (pink, n=5), Non-primed-IG (yellow, n=5), HD-MG (blue, n=10) and CGD-MG (purple, n=1).
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Fig. S6. Phagocytosis, ROS production and SOS response after priming of Non-primed-IG.
Granulocytes from stem cells donors were incubated with plasma from septic patients during 10 min
(Non-primed-IG + priming; red) or not (Non-primed-IG; yellow) before being incubated with mCherry-E.
coli/pP(sfiA)::gfp over time. Samples were analyzed for (A) phagocytosis (% of granulocytes containing
red bacteria); (B) ROS production (detected by oxidation-sensitive probe and expressed as median
fluorescence intensity (MFI) and (C) SOS response induction (% of granulocytes containing GFP+
bacteria among phagocytic granulocytes) by flow cytometry. Non-primed-IG + priming (red, n=3), Non-
primed-IG (yellow, n=3). Error bars represent mean + SEM. All matching timepoints were compared
between Non-primed IG and Non-primed IG + priming using the ANOVA test and results were non
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Fig. S7. Characterization of mature and immature granulocytes by flow cytometry and May-
Griinwald-Giemsa staining. All patients and donor samples were screened by flow cytometry to
quantify the proportion of mature (MG) and immature (IG) granulocytes. A sample of whole blood was
stained with the antibodies anti-CD16-PECy7 and anti-CD11b-APCCy7. (A) MG were
CD11b+CD16high, (B) while IG were defined as CD11b+ CD16low . To confirm that CD16low staining
was accompanied by an IG phenotype, cells were additionally stained with May-Griinwald-Giemsa for
cytological characterization. (C) MG are characterized by poly-lobed nucleus and (D) IG from Septic
patient are mainly band cells, with bean shape nucleus compared to (C) .

SUPPLEMENTARY TABLES
Supplementary Table 1. E. coli strains and plasmids

E. coli strains

Name in this study Description Reference
WT MG1656 lacZ- derivative of E. coli MG1655 (5)
LexAlnd3 MG1656-/lexAlnd3, strain expressing a LexA mutant | Laboratory collection

unable of autoproteolysis leading to constitutive
repression of the SOS response

mCherry-E. coli MG1656 carrying the mcherry gene at the Aatt site, | (2)
constitutive expression of mCherry.
mCherry-lexAlnd3 MG1656-lexAlnd3 carrying the mcherry gene at the | This study
Aatt, constitutive expression of mCherry
Plasmids
pPsfiA::gfp pSU38AtotlacZ carrying a transcriptional fusion of Laboratory collection
the sfiA promoter, PsfiA, with a gfp gene; KmR
pPsfiA*::gfp pPsfiA::gfp in which a mutation in the LexA-box was | Laboratory collection
introduced leading to derepressed PsfiA*; KmR
p-gfo pSU38AtotlacZ carrying the gfp gene without This study
promoter; KmR
pPgnrB2-qnrB2 grnB2 promoter (PgnrB) and gene cloned into (6)
pSU38AtotlacZ ; KmR
pPgnrB2lexA*-qnrB2 pPagnrB2-qnrB2 with qrnB2 promoter mutated in the | (6)
LexA-box (PgnrBlexA*); KmR

Supplementary Table 2. Fluorescent-labeled antibodies to assess granulocyte
urity

Target
Antibodies | Species g Concentration | Dilution | Conjugate Clone Company
species
Anti-CD45 Mouse Human 100 pg/mL 1:80 AmCyan 2D1 BD
Biosciences
Human 40.6 pg/mL 1:40 NCAM16,2, BD
Anti-Lin* FITC Mg¢P9, SK7,
Biosciences
SJ25C1, L27
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Anti-CD15 Mouse Human 50 pg/mL 1:80 BV650 W6D3 Biolegend
Anti-CD11b | Mouse Human 200 pg/mL 1:80 APCCy7 ICRF44 BD
Biosciences
Anti-CD16 Mouse Human 200 pg/mL 1:80 PECy7 3G8 BD
Biosciences
Fixable 1:160 Viakrome Beckman
Viability Dye 808 coulter
Supplementary Table 3. Primers and probes
Construction | Primer name Primer sequence (5— 3') Reference
mCherry- AATT-exts GGCGATAAATTGCCGCATCG (2)
lexAlnd3 MATT-ext3 TGCCACCATCAAGGGAAAGCCC (2)
p-gfp DelPsfiARev | GATCCATTATTTTCGTAGTTAAGAATTCGAT This study
DelPsfiAFwd | CGAAAATAATGGATCCTAAAGGAGAAGAACT This study
Km-verif-3 GGATTCATCGACTGTGGCCG Laboratory
collection
MRVD-2 TTCTGCTGACGCACCGGTG Laboratory
collection
RT-gPCR
rpoB-R1 GTTTGGTACGCGCAGAGAAG (2
rpoB-L2 CCGGTATCGTTTACATTGGTG (2)
kana R1 GTAGCCGGATCAAGCGTATG (2)
kana L1 GAAGGGACTGGCTGCTATTG (2)
qgnrB2 LC1 CGGCGAGTTTTCGACTTT (6)
gnrB2 LC2 ACGATGCCTGGTAGTTGTCC (6)
rpoB-probe [6FAM]JICTGGTTGGTAAGGTAACGCCGAAAGGT (2)
[TAM]
kana-probe [6BFAM]TCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGC[BHQ1] (2)
gnrB2-probe | [EBFAM]TGGGTGACTTAGATATTCGGCGCGTT(Tamra) | (6)
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Supplementary Table 4. Fluorescent-labeled antibodies for surface makers

Antibodies | Species | Target | Concentration | Dilution | Conjugate Clone Company
Species
Anti-CD45 Mouse Human 100 pg/mL 1:80 AmCyan 2D1 BD
Biosciences
Human 40.6 pg/mL 1:40 NCAM16,2,
Anti-Lin* FITC Mg¢P9, SK7, BP .
SU25CH, L27 Biosciences
Anti-CD15 Mouse Human 50 pg/mL 1:80 BV650 W6D3 Biolegend
Anti-CD11b | Mouse Human 200 pg/mL 1:80 APCCy7 ICRF44 BD
Biosciences
Anti-CD16 Mouse Human 200 pg/mL 1:80 PECy7 3G8 BD
Biosciences
Anti-CD32 Mouse Human 200 pg/mL 1:80 BUV661 FLI8.26 BD
Biosciences
Anti-CD64 Mouse Human 100 pg/mL 1:80 BV605 10.1 Biolegend
Fixable 1:160 Viakrome Beckman
Viability Dye 808 coulter
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Discussion

Ce travail a été élaboré a partir de I'hypothése que la faible production de ROS produits par
les Gl pourrait déclencher la réponse SOS bactérienne qui elle-méme serait responsable
d’acquisition ou d’expression de résistances aux antibiotiques. Notre objectif principal était
donc d’évaluer la capacité des Gl et des neutrophiles d’induire la réponse SOS bactérienne,
en fonction de leur activité phagocytaire et de production de ROS, et d’étudier I'impact
biologique de cette induction sur I'expression SOS-dépendante de résistances aux
antibiotiques.

La vérification de cette hypothése a été réalisée en trois étapes : d’abord, la comparaison entre
la phagocytose et la production de ROS par les Gl et les neutrophiles, puis I'identification de
'induction de la réponse SOS bactérienne secondaire a l'interaction avec les ROS produits
par ces cellules, pour enfin évaluer I'impact biologique de I'activation de la réponse SOS par
cette interaction. Les résultats de ces trois étapes seront discutés en suivant la méme structure
que celle des chapitres précedents.

I.1. Phagocytose et production de ROS par les Granulocytes Immatures et les
Neutrophiles

Le modéle ici développé a permis de mesurer simultanément la phagocytose et la production
de ROS par les différents sous-types cellulaires. Nos résultats ont confirmé des données
auparavant publiées sur les différences fonctionnelles entre les granulocytes immatures (Gl)
et ses formes matures (Neutrophiles) #¢5% avec une activité phagocytaire plus importante et
une production majeure de ROS des neutrophiles par rapport aux Gl. Nous avons montré que
les neutrophiles s’activent plus rapidement que les Gl: aprés seulement 10 minutes
d’incubation avec des bactéries, 66 + 29 % d’entre eux semblent avoir déja phagocyté des
bactéries, contre seulement 1.2 + 1 % des Gl (Figure 57, page 105).

La proportion de Gl-sepsis phagocytaires augmente graduellement au cours du temps et
atteint un maximum significativement inférieur a celle des neutrophiles (48 £ 20% vs. 95 + 4%
p=0.012) (Figure 57, page 105). Ce niveau semble augmenter a 90 minutes d’'incubation pour
les Gl-sepsis (77 £ 21%) et les Gl pré-stimulés par les médiateurs inflammatoires produits
dans le sepsis (82 + 16%) (Figure 57, page 105 et Figure 69, page 120) alors que ces
médiateurs n’ont pas d’effet sur la quantité de bactéries phagocytées par cellule (Figure 69,
MFI mCherry, page 120). Dans ce travail, I'effet de la pré-stimulation par le plasma de patients
septiques est démontré, mais ne permet pas de conclure quant aux facteurs responsables de
cette récupération fonctionnelle. Lors d’un sepsis, la dérégulation inflammatoire a été associée

a 'augmentation des cytokines pro-inflammatoires, phénoméne appelé « orage cytokinique »
196

Les cytokines sont une large catégorie de protéines de petite taille (<40kDa), produites et
secrétées pour aider la signalisation cellulaire. Les interleukines, chemokines, interférons,
facteur de nécrose tumorale et facteurs de croissance sont des cytokines. Les interleukines
(IL) sont le groupe le plus important des cytokines libérées lors d’'un processus infectieux, et
les IL pro-inflammatoires les plus étudiées dans le sepsis sont I'lL-1p, IL-6, IL-12 et IL-17 9.
Les produits chimiotactiques (fMLF, C5a, LTB4, PAF), les cytokines (TNFa, IFN-g, IL-8, IL-15,
IL-33), et les produits bactériens (LPS, lipopeptides, flagelines), augmentent la phagocytose
chez les neutrophiles par la hausse de I'expression et de I'affinité des récepteurs liés a la
phagocytose'’. Il est possible que de fagon similaire & la pré-stimulation chez les neutrophiles,
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laugmentation du nombre de cellules phagocytaires grace a la pré-stimulation (comme
démontré par les résultats des Gl-sepsis, et Gl pré-stimulés) soit secondaire a ce mécanisme.
Néanmoins, ce résultat reste a confirmer par dosage de ces cytokines, ainsi que par des
études de pré-stimulation en présence de ces cytokines isolées indépendamment.

La récupération fonctionnelle des Gl libérés lors de la granulopoiése d’'urgence a un intérét
dans le sepsis pour les rendre plus performants. Cependant, elle est limitée, car la quantité
totale de ROS produits par les Gl reste inchangée entre les Gl-sepsis, Gl G-CSF et Gl pré-
stimulés (Figure 59, page 108 et Figure 69, page 120). Malgré 'augmentation de la production
globale de ROS en comparaison a leur production basale (Figure 59, page 108), la quantité
totale de ROS est significativement inférieure chez les Gl que chez les neutrophiles.

La production diminuée de ROS par les Gl a été décrite préalablement %% mais les

mécanismes exacts sont méconnus. Cependant, différentes observations basées sur 'analyse
des niveaux de transcrits des génes du complexe NADPH-oxydase, sur la quantification des
sous-unités protéiques de ce complexe ainsi que sur I'évaluation des quantités de récepteurs
de surface impliqués dans I'induction de I'assemblage du complexe, permettent d’établir de
premiéres explications ¢’. En effet, I'expression basale des sous-unités gp91P"* et p47P"°* est
significativement réduite chez les Gl, et cette expression n'augmente pas aprés phagocytose.
De plus, I'expression diminuée de CD16 ¢ a également un impact sur le niveau de production
de ROS, puisque la stimulation du récepteur CD16 est une des voies d’activation de
I'assemblage du complexe NADPH-oxydase "%,

La méthode de quantification de ROS que nous avons utilisé dans ce travail n’est pas
spécifique aux ROS produits par la NADPH-oxydase. De plus, le dosage des ROS n’est pas
techniquement facile au vu de leur courte demi-vie '*°. Les méthodes disponibles pour leur
quantification dépendent de la visualisation des effets de I'oxydation sur des sondes fluoro- 2%
ou chemo-luminescentes 2°'2%_ Ces sondes peuvent réagir avec des ROS dérivés de I'activité
métabolique cellulaire, ce qui démarque la présence des ROS indépendamment de la
fonctionnalité du complexe NADPH-oxydase, comme démontré par les résultats MFI ROS et
MFI Ratio ROS pour les neutrophiles provenant d’'un patient CGD (Figure 59, page 108).
Cependant, ce patient porte une mutation documentée du géne qui code la protéine gp91°P">,
et souffre d’infections récurrentes comme observé au décours de la granulomateuse chronique
familiale 24%%_ |es patients septiques et les donneurs de cellules n'ont normalement pas cette
mutation. De plus, le dosage du niveau des protéines et des transcrits de gp91°"* confirme la
présence de cette sous-unité du complexe . Il est possible donc de conclure que les Gl ont
une production de ROS diminuée par rapport aux neutrophiles, a la fois comme conséquence
du nombre limité de complexes NADPH-oxydase disponibles et assemblés ; et de leur activité
phagocytaire diminuée.

Afin de mieux comprendre les processus impliqués dans la fonctionnalité des GI, nous
pourrions utiliser d’autres inducteurs de maturation que ceux utilisés dans notre modéle in vitro
de maturation des HL-60, optimisé en collaboration avec S. Chollet ®’. En effet, bien que les
cellules possédaient une morphologie et une expression des récepteurs de membrane
caractéristique des neutrophiles (Figure 47, page 85), elles montraient une cinétique de
phagocytose et de production de ROS plus proche de celle des Gl que des neutrophiles
humains. L’identification des molécules capables d’améliorer la fonctionnalité des Gl circulants
aurait un intérét comme alternative d’immunothérapie dans le sepsis ainsi que dans la
transfusion de cellules souches hématopoiétiques a des patients neutropéniques.

Ana Catalina Hernandez Padilla | Thése de doctorat | Université de Limoges | 158
Licence CC BY-NC-ND 3.0



I.2. Induction de la réponse SOS bactérienne

Les résultats ici présentés ont montré pour la premiére fois, que la réponse SOS bactérienne
est induite dans les phagosomes des neutrophiles et des granulocytes immatures humains.
La proportion de granulocytes contenant des bactéries ayant eu une induction SOS augmente
avec le temps pour tous les sous-types cellulaires, et est plus importante pour les Gl. A 90
minutes d’incubation, 85% des GI contiennent des bactéries avec une réponse SOS activée,
alors que cette proportion est 1,8 fois inférieure pour les neutrophiles (46%).

Les ROS sont des inducteurs connus de la réponse SOS %' et sont aussi la principale
molécule bactéricide dans le phagosome des neutrophiles %3, La relation entre la présence
des ROS et I'induction SOS dans ce contexte est confirmée dans notre modele par le fait que
cette induction est absente chez le patient CGD pour lequel il n’y a pas de ROS (Figure 62,
page 112). L’association entre les ROS et le niveau d’induction SOS semble dose-
dépendante : les Gl avec une production limitée de ROS induisent plus la réponse SOS que
les neutrophiles, ayant une production de ROS plus importante (Figure 59, page 108 et Figure
62, page 112). De facon illustrative, un essai in vitro d’'incubation de E. coli MG1656-
mCherry/pPsfiA::gfp avec des doses croissantes de H202 montre que 'induction SOS est plus
importante a des doses inférieures a 2mM, tandis que les doses supérieures causent la mort
bactérienne sans donner I'opportunité aux bactéries d’activer ce mécanisme adaptatif (Figure
76).
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Figure 76. Proportion de bactéries GFP+ (ligne bleue) parmi le total de bactéries (ligne rouge),
en fonction de la concentration de H20:

E. coli MG1656-mCherry/pPsfiA::gfp a été incubé a des doses croissantes de H202 pendant 30 minutes,
dans un bain marie a 37°C. Les différents échantillons ont été fixés et acquis au cytométre. Un volume
fixe de culture a été acquis par échantillon (60uL pendant 1 minute), pour quantifier les variations en
nombre total de bactéries restant dans la culture (grace a leur fluorescence mCherry), et la proportion
des bactéries ayant une induction SOS (grace a leur expression de fluorescence GFP+).

Le pourcentage de cellules contenant des bactéries GFP+ montre qu’au niveau populationnel,
les Gl induisent plus la réponse SOS que la population de neutrophiles (Figure 62, % GFP+,
page 112). Cependant, la différence du niveau d’induction a l'intérieur de chaque cellule est
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moins marquée, d’aprés linterprétation des résultats de MFIl. La moyenne d’intensité de
fluorescence MFI GFP est corrélée avec le niveau d’induction de la réponse SOS : une
induction plus forte conduit a I'expression de plus de protéines GFP et donc une intensité de
fluorescence plus élevée. Les résultats de MFI GFP ne donnent pas d’information au niveau
individuel mais au niveau des sous-ensembles de populations bactériennes : au moment de
I'acquisition par le cytométre, la MFI de GFP émise par une cellule correspond au nombre total
de bactéries dans la cellule. Comme confirmé par les images de microscopie confocale
(Figure 68, page 118) le nombre total de bactéries phagocytées est variable d’'une cellule a
lautre, et étant donné que lactivation de la réponse SOS est hétérogene dans une
population'®®, le nombre de bactéries GFP+ parmi cette sous-population doit &tre variable
également.

De plus, l'intensité de fluorescence GFP émise par bactérie n’est pas fixe, et I'expression de
la GFP sous contrdle du promoteur PsfiA peut avoir différents niveaux '832¢,

Une derniere considération qui complexifie l'interprétation de la MFI acquise au niveau
cellulaire, est la variabilité du nombre total de bactéries dans le phagosome au cours du temps.
Les points de suivi selectionnés pour notre modéle d’induction SOS (0, 10, 30, 40, 60, et 90
minutes) sont des images fixes d’un événement actif et dynamique. Entre chaque ‘image’, le
nombre total de bactéries change : des nouvelles bactéries sont phagocytées tandis que
d’autres sont lysées. De plus, I'expression augmentée de LexA sous l'induction SOS, et la
diminution du stress environnemental retournent le systéme vers I'état de répression basal "%,
ce qui permet aux bactéries de reprendre la division cellulaire '%. Dans notre modéle, le retour
a I'état réprimé de PsfiA::gfp et la reprise de la division cellulaire causerait une dilution de la
protéine GFP produite par I'induction SOS préalable.

En conséquence, le changement de la MFI pour la GFP dans le phagosome peut étre
secondaire i) a 'augmentation du nombre total de bactéries dans le phagosome due a la
phagocytose, ii) a la lyse des bactéries, iii) au processus dynamique d’augmentation du
nombre de bactéries qui activent la réponse SOS, iv) a 'augmentation de I'expression de GFP
dans une bactérie, et v) a la division des bactéries avec une réponse SOS éteinte (Figure 77).
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Figure 77. Résumé d’événements qui peuvent causer un changement de niveau de fluorescence
mCherry et GFP dans le phagosome

Une méthode qui pourrait éclairer I'impact des différents événements décrits dans la Figure
77 sur I'expression de la réponse SOS par les bactéries phagocytées au niveau individuel est
I'application de la microscopie en suivi sur le temps ou « fimelapse ». Avec cette technique, le
nombre de bactéries phagocytées, le moment de l'induction de la réponse SOS, la lyse
bactérienne, la persistance et la division cellulaire pourraient étre suivis plus en détail en
utilisant notre systéme de fluorescence au cours du temps.

Il a été montré que les bactéries peuvent survivre dans le phagosome par un mécanisme de
persistance?®’. La persistance est définie comme la capacité d’'un sous-ensemble de la
population bactérienne de survivre a un environnement toxique (généralement par la présence
d’un antibiotique) 2%, par la limitation de ses activités métaboliques et I'arrét du cycle cellulaire
208209 | 5 persistance différe de la résistance en ce que la premiére n’est pas associée a un
changement génotypique héritable 2%, Il existe des preuves de I'association entre le phénotype

de persistance et I'induction SOS 2%,

La comparaison de la capacité différentielle de division cellulaire ainsi que de la survie aprés
étre libérées du phagosome granulocytaire, entre les bactéries mCherry/GFP+ et celles
mCherry/GFP- devrait donner des indices sur cet état de persistance. Encore une fois, le
systeme de fluorescence utilisé ici pourrait s’adapter a Il'analyse du timelapse sous
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microscopie, pour suivre la division cellulaire des bactéries phagocytées GFP+ vs. GFP-. La
libération du phagosome et séparation des bactéries GFP+ des GFP- a l'aide du trieur BD
FACSAria lll permettrait d’analyser leur survie apres arrét du stimulus engendrant le stress.

Méme si les Gl et les neutrophiles sont capables d’induire la réponse SOS, leur niveau
d’induction n’est pas le méme. Une proportion plus importante de Gl contient des bactéries
pour lesquelles la réponse SOS a été induite. Cette induction est d’autant plus forte quand les
Gl sont pré-stimulés par les facteurs solubles, soit in vivo (parmi les Gl des patients septiques),
ou ex vivo (par les Gl des donneurs de cellules hématopoiétiques pré-stimulées avec du
plasma de patients septiques) (Figure 62 page 112 et Figure 69 page 120).

Le phagosome des neutrophiles est caractérisé pour son pH alcalin. Le pH basique peut
entrainer le clivage des dimeéres de LexA'®, ce qui contribue a la dérépression du régulon
SOS indépendamment de RecA. Ce mécanisme pourait expliquer I'apparition d’'un signal tardif
(a partir de 40 minutes d’incubation) d’expression de GFP chez la souche E. coli MG1656-
mCherry-lexAlnd3/pPsfia::gfp parmi les bactéries phagocytées (Figure 62, page 112). Le
niveau d’acidité du phagosome depend a la fois de I'activite des canaux Na+/H+, et de leur
production de ROS*® (par I'activité de la myelopéroxydase qui transforme le H,O, en HOCI)
475254 | ’induction plus élevée de la réponse SOS chez les Gl pourrait ainsi étre due a la fois
a la production de plus faibles quantités de ROS et au pH plus élevé comparativement aux
neutrophiles. Cependant, la quantification du pH a I'intérieur du phagosome des granulocytes
immatures par rapport aux neutrophiles est nécessaire pour confirmer cette hypothése.

Grace a la granulopoiése d’urgence *3, la proportion des GI, normalement absents du sang
périphérique (3t6%), augmente chez les patients ayant un sepsis (20£27%), ou un choc
septique (59+35%) ®°. L’augmentation des granulocytes et I'amélioration de leur capacité
phagocytaire par la réponse immune a I'infection est un mécanisme adaptatif de I'héte qui peut
donc déclencher un mécanisme adaptatif chez la bactérie infectante.
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1.3. Impact biologique de la réponse SOS intra-phagosomale

L’activation de la réponse SOS permet aux bactéries d’induire I'expression et la dissémination
de la résistance aux antibiotiques. Comme développé dans le chapitre Il (page 71), la
dérépression des génes sous la régulation de LexA peut causer i) 'augmentation des
mutations ponctuelles, ce qui peut conduire a I'apparition de résistance aux fluoroquinolones
et & la rifampicine 133143144 - i) 'expression de génes de résistance réprimés par LexA, comme
le géne gnrB2, qui confére la résistance aux quinolones "' ; iii) 'expression de int/1, codant
l'intégrase de l'intégron, responsable de la recombinaison de cassettes au sein de cette
structure "7, ce qui facilite I'insertion des nouveaux génes de résistance et I'expression de

nouveaux phénotypes de résistance par réarrangement des cassettes 2!°.

1.3.1. Expression de gnrB2 et résistance aux fluoroquinolones

Plusieurs alléles de qnrB — géne codant Qnr qui protege I’ADN gyrase et la topoisomérase de
I'action des fluoroquinolones — sont réprimés par LexA °"'52, Nous nous sommes intéressés
a la capacité des Gl et des neutrophiles d’induire I'expression de qnrB2.

Nous avons montreé lors de l'incubation de la souche E. coli MG1656/pPqnrB-qnrB2 avec les
Gl des patients septiques ou les neutrophiles que le nombre de transcrits de gnrB2 dans les
bactéries phagocytées était augmentée respectivement d’un facteur 2,18 ou 3,34 par rapport
aux bactéries incubées sans cellules. Cette augmentation est SOS dépendante, puisque le
nombre des transcrits n'augmente pas par rapport au niveau basal quand on utilise la souche
E. coli MG1656/exAInd3/pPqnrB-qnrB2 dans laquelle LexA n’est plus clivable (Figure 70,
page 123).

L’expression phénotypique d’une résistance aux fluoroquinolones par I'expression augmentée
de qnrB2 a été évaluée par la quantification de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
ciprofloxacine par E-test. Malheureusement, cette méthode n’est pas la plus adaptée pour
quantifier 'expression de résistance aprés induction SOS, puisque la ciprofloxacine elle-méme
peut induire cette réponse. En effet, la CMI de la ciprofloxacine était identique (0,25ug/ml)
quelle que soit la souche utilisée, en incubation avec et sans les granulocytes. Il est probable
que la ciprofloxacine contenue dans la bandelette E-test utilisée ait induit I'expression de gnrB2
sur les bactéries récupérées des phagosomes granulocytaires, en cachant I'effet de I'induction
préalable par les ROS phagocytaires (Tableau 13, page 122).

Jusqu’ici, les résultats de ce travail peuvent étre résumés par la Figure 78.
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Figure 78. Résumé des résultats obtenus dans ce travail

Les Gl naifs (gauche), Gl des patients septiques (centre) et les neutrophiles (droite) ont montré des
activités de phagocytose et production de ROS significativement différentes. Tous les granulocytes ont
été capables d’induire la réponse SOS, mais la proportion des granulocytes immatures contenant des
bactéries avec une réponse SOS active a été plus importante chez les Gl de patients septiques. La
production de ROS dans le phagosome, lorsqu’elle n’est pas mortelle pour les bactéries, cause des
Iésions a I’ADN et la formation d’ADNsb. Ce signal déclenche la réponse SOS, ce qui induit I'expression
du géne de résistance aux quinolones : qnrB2.

Toutefois, les impacts biologiques de l'induction de la réponse SOS a la suite des dommages
liés aux ROS dans le phagosome granulocytaire sont multiples. Deux autres possibles
conséquences de cette interaction sont discutées ci-dessous.

1.3.2. Optimisation d’un modéle pour quantifier I’activité d’excision de I'intégrase de
'intégron

Dans le cadre de cette thése, 'adaptation de I'essai d’excision développé préalablement '"7:187
aux conditions d’incubation de E. coli avec des granulocytes a été réalisée en plusieurs étapes.

Dans un premier temps, nous avons évalué la capacité d’'un systéme plasmidique rapporteur
basé sur la fluorescence pour quantifier la fréquence d’excision par cytométrie en flux (Figure
71, page 125). Cette méthode a montré ne pas étre adaptée a la quantification d’événements
rares. En effet, la cytométrie en flux a une sensibilité estimée de 10*-10° 2", L’identification
d’'un événement survenant a une fréquence inférieure demande I'acquisition d’'un nombre total
plus important, qui est limité dans notre modéle par le nombre total de cellules disponibles
pour I'essai. Le modéle original de quantification des colonies sur boites, basé sur I'expression
d’un géne de résistance a la tobramycine a donc été choisi '’” pour continuer I'optimisation.
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Néanmoins, I'estimation de la fréquence d’excision parmi les bactéries phagocytées a deux
points limitants : la récupération des bactéries intra-cellulaires, proportionnellement inférieures
a la quantité de bactéries au départ de l'incubation ; et 'occurrence, parmi ce sous-ensemble
de bactéries, d’'un événement d’excision.

Pour faire face a la premiére limitation, le nombre total de bactéries et de cellules a été
augmenté au maximum possible pour le modéle in vitro. Un nombre initial de 10’ bactéries
permet de récupérer entre 10*-10° bactéries phagocytées par les granulocytes aprés 90
minutes. Ce nombre pourrait étre encore augmenté avec une expérience ex vivo, avec des
neutrophiles et Gl humains, ayant une activité phagocytaire et une induction SOS plus élevées
que celles des cellules HL-60 différenciées. Avec un tel modéle, le nombre total de cellules
récupérées augmente aussi, ce qui permettrait d’augmenter la quantité initiale de bactéries.
Nous avons privilegié l'utilisation des cellules provenant de la lignée cellulaire pour les
expériences d’optimisation pour des raisons de disponibilité de prélevements ex vivo et pour
éviter de gaspiller de précieux échantillons humains avant d'avoir un protocole pleinement
performant.

De plus, une incubation prolongée des bactéries avec les granulocytes pourait permettre
d’augmenter la probabilité de voir des évenements rares. En effet, comme le nombre total de
bactéries mises en culture au départ est limité, 'augmentation du temps d’incubation peut
palier a cette limitation en augmentant le nombre de bactéries au cours de temps grace a leur
réplication. La réplication bactérienne est également nécessaire pour résoudre le mécanisme
de recombinaison des sites aftC '2. En absence de réplication, l'intégrase peut reconnaitre
les sites attC et catalyser la formation d’'une structure intermédiaire d’échange des simples
brins type jonction de Holliday, mais sa résolution par la voie classique de recombinaison site-
spécifique produirait soit la réversion vers les substrats originaux, soit un produit linéaire abortif
168212213 Comme les bactéries non phagocytées n’ont pas d’'induction SOS par effet de la
présence des granulocytes (Figure 66, page 116), I'élimination des bactéries extracellulaires
a 90 minutes d’incubation peut aider a conserver uniquement les bactéries pour lesquelles la
réponse SOS a pu étre induite et ainsi favoriser leur multiplication. De plus, les Gl et les
neutrophiles peuvent contenir des bactéries pendant 30 heures avant de mourir 2. Prolonger
lincubation des cellules phagocytaires peut donc augmenter ce « signal d’excision » pour
faciliter sa quantification ultérieure.

Un deuxiéme facteur qui joue sur l'apparition d’'un évenement d’excision est la capacité
recombinogéne des sites attC. Intl1 est capable de reconnaitre des sites attC trés différents
grace a l'identification des structures simple brin tige-boucle. L’efficacité d’excision de Intl1 est
néanmoins variable selon les sites attC, en fonction de 'identité, du nombre, de 'emplacement
et de 'espacement des bases extra-hélicales & cette structure secondaire %821°,

Les sites utilisés dans la cassette synthétique de notre systeme sont les sites attCaaga7 et
attCycr. Ce dernier, extrait d’'une cassette sédentaire chez Vibrio cholerae, de taille plus
importante, a un faible pouvoir recombinogéne. Le remplacement de ce site par un site attC
avec une fréquence d’excision attendue plus élevée pourrait encore optimiser ce modéle.
Parmi la grande variété des cassettes répertoriées chez E. coli "% nous proposons les sites
attCoxaz, attCaadas, OU attCarss, du fait leur capacité recombinogéne plus élevée 2'°.
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1.3.3. Virulence

Dans le cadre de ce travail nous avons développé des modeéles centrés sur I'identification de
I'expression de résistances aux antibiotiques comme conséquences biologiques de 'induction
SOS. Toutefois, au-dela de la résistance aux antibiotiques, I'expression et la dissémination de
certains facteurs de virulence?'®??' sont aussi soumises a la régulation SOS.

La présence de bactéries infectantes n’'est pas le seul facteur conduisant a I'invasion et a
l'infection. L’expression des facteurs de virulence peut faciliter la croissance et I'invasion de la
bactérie pathogéne.

La libération de LexA peut directement induire I'expression des facteurs de virulence portés
par des phages, et faciliter leur dissémination. La protéine d’attachement a la fibronectine chez
S. aureus ?'%, importante pour 'invasion tissulaire, est un des facteurs de virulence induits par
la réponse SOS. La colicine, toxine produite par E. coli 2" et Salmonella enterica ?'° est
également sous le contréle de la réponse SOS, et son expression entraine la lyse des
bactéries a ses alentours, ce qui leur donnent une avantage d’espace de croissance et d’accés
aux nutriments (et provoque accessoirement des perturbations pathologiques de la flore
intestinale normale).

De fagon intéresante, la toxine cholérique chez V. cholerae, clé dans la physiophathologie des
diarrhées profuses typiques du choléra, est a la fois exprimée et disséminée par I'activation
de la réponse SOS?'8222 | 'activation de la phase Iytique du phage CTX¢ portant la toxine
cholérique chez V. cholerae®® est régulée par LexA. La libération des flots de pathogénicité
chez S. aureus, portant la toxine du syndrome de choc toxique (TSST) est également controlée
par LexA #1223,

Au-dela de l'activation du régulon SOS, grace a la co-évolution des microorganismes avec
leurs hotes %24, certaines bactéries pathogénes ont développé la capacité d’exploiter les
signaux de la réponse immune pour activer I'expression de génes de virulence pour faciliter
leur survie dans les tissus. S. aureus par exemple, augmente I'expression des génes EssC
(systeme de sécretion ESAT-6), et higB (sous-unité B de 'hémolysine gamma) aprés contact
avec la palmitine, composant du surfactant pulmonaire. Cette induction est mediée par le
réseau de réponse générale au stress. L’expression de ces facteurs peut contribuer a la survie
de la bactérie et & une clairance diminuée au sein du tissu pulmonaire ??°. Enfin, I'intéraction
de Listeria monocytogenes avec I'héte active le métabolisme de la paroi cellulaire et
I'expression des régulateurs de virulence PrFA et VirR via I'activation des réponses aux stress
génaral et oxydant. PrfA est le régulateur principal de I'expression du cluster de virulence chez
L. monocytogenes, et des génes impliqués dans la survie dans le millieu intra-cellulaire 2%,
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Perspectives

Arrivant a la fin de ce manuscrit et de ce projet de recherche, le nombre de questions qui se
posent est supérieur a celles adressées dans ce court temps. Le systéme rapporteur de
l'induction SOS basé sur la fluorescence ici utilisé possede I'avantage de son adaptabilité a
des modeéles in vitro, ex vivo et méme in vivo.

Ex vivo, lincubation de E. coli MG1656/pPsfiA::gfp avec des granulocytes immatures et
neutrophiles des patients septiques, pour la visualisation par microscopie en timelapse,
pourrait informer au niveau bactérien (et non cellulaire) sur I'induction SOS dans la population
bactérienne phagocytée %% : |a proportion de bactéries ayant induit cette réponse ; la force
de cette induction dans chaque bactérie ; et I'impact de 'induction SOS sur la survie dans le

phagosome.

L’évaluation de I'induction SOS peut également étre adaptée in vivo, spécialement dans un
modele zebrafish d’infection. Le zebrafish, en état larvaire est transparent, ce qui facilite la
visualisation en temps réel des changements dans notre systéme. De plus, pendant cette
étape, le systéme immunitaire du zebrafish est exclusivement inné, et les cellules atteignent
la maturité aprés 4 semaines de vie %%, Ce modele in vivo est donc idéal pour I'étude de
'induction SOS suivie par fluorescence avec les granulocytes immatures et les neutrophiles.

Concernant les conséquences de linduction SOS sur I'expression des résistances aux
antibiotiques, deux modéles restent a tester.

Le modéle de quantification de la fréquence d’excision par I'intégrase de I'intégron peut étre
encore optimisé par le changement des sites affC de la cassette synthétique du plasmide
rapporteur. Cette optimisation pourrait augmenter le taux d’excision attendu, facilitant la
quantification de la fréquence d’excision a la suite de l'induction SOS par les ROS du
phagosome cellulaire. Le systéme pourrait étre testé ex vivo, mais également in vivo dans un
modéle murin de sepsis par exemple. L'utilisation de souris portant des mutations sur la
NADPH-oxydase pourrait aider a isoler I'importance des ROS dans cette induction #%°.

L’activation de la réponse SOS peut également conduire a une augmentation de I'expression
de résistance aux antibiotiques par un mécanisme de mutation ponctuelle 38143144 | e
protocole de quantification de taux de mutation proposé par 2° peut étre adapté a notre modéle
d’incubation des granulocytes avec alternativement E. coli, E. coli lexAlnd3 (réponse SOS non
inductible) ou E. coli AlexA (Régulon SOS d’expression constitutive). Le taux de mutation parmi
les bactéries phagocytées peut étre calculé a partir du ratio entre le nombre de colonies
résistantes a la rifampicine, sur le total de colonies intra-phagocytaires récupéré. Les
différences des taux de mutation avec les mutants AlexA et lexAInd3 confirmeraient le rble de
cette réponse sur I'induction des mutations aprés interaction avec les cellules.

En revenant au co6té translationnel de ce travail, la pertinence clinique de la capacité
d’induction SOS par les neutrophiles et Gl dans le sepsis peut étre explorée d’'un point de vue
épidémiologique. En partant de notre hypothése, les patients admis avec un sepsis et un taux
élevé des Gl dans le sang (>30%) %, ont aussi une probabilité élevée d’héberger des bactéries
avec une réponse SOS active, ce qui peut entrainer une expresion augmentée de génes de
résistance aux antibiotiques ainsi que des génes de virulence. Le suivi épidémiologique des
isolats de ce type de patients serait intéressant pour caractériser I'induction de la réponse SOS
dans un modéle « in vivo humain », et ses impacts biologiques en termes d’augmentation de
leur virulence et résistance. Une meilleure compréhension des mécanismes qui déclenchent
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l'activation des facteurs de virulence dans l'interaction héte-pathogéne permettrait d’affiner
l'identification des nouvelles cibles de traitement prophylactique.

Finalement, d’'un point de vue immunologique, plusieurs questions restent ouvertes sur les
différences fonctionnelles entre les Gl et les neutrophiles. Nous nous sommes concentrés sur
l'activité de phagocytose et de production de ROS, mais il y a encore un espace pour
I'exploration sur la dégranulation, la netose, et le possible effet régulateur sur d’autres cellules
de 'immunité innée et adaptative. L’exploration d’autres inducteurs de différenciation, pourrait
également mettre en évidence des cibles potentielles pour une immunothérapie visant a
améliorer la fonctionnalité des granulocytes immatures.
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Conclusion

L’ensemble des résultats de ce travail confirme que les neutrophiles et les granulocytes
immatures peuvent induire la réponse SOS bactérienne d’'une fagon dépendante de leur
phagocytose et production de ROS. L’induction de cette réponse met en place les systemes
de réparation de 'ADN et assure la survie bactérienne au stress oxydatif. Cependant, les
conséquences de I'activation du mécanisme de régulation SOS, médié par le répresseur LexA,
vont au-dela de la réparation de 'ADN, et peuvent induire I'expression et la dissémination de
génes de résistance aux antibiotiques, et de facteurs de virulence.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence I'augmentation de I'expression du géne
qnrB2, responsable de la résistance aux fluoroquinolones. Toutefois, les multiples
conséquences de I'induction SOS par les granulocytes restent a explorer : 'augmentation des
mutations ponctuelles, I'expression de l'intégrase de I'intégron, I'expression des facteurs de
virulence portés par des phages et sa dissémination par I'activation du cycle lytique (Figure
79).
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Figure 79. Possibles impacts de l'induction de la Réponse SOS dans le phagosome
granulocytaire

Dans le contexte clinique, la définition de la frontiere entre colonisation et infection, ou entre
une description in vitro de sensibilité a un antibiotique et la réponse clinique du patient au
traitement sont parfois intrigantes. Compte tenu des siécles d’évolution des bactéries, et de la
sélection des systémes régulateurs pour s’adapter a des milieux hostiles, il n'est pas
surprenant que I'expression des génes augmentant leur pathogénicité et résistance puisse
étre induite par I'héte. L'étude de l'interaction hbéte-pathogéne est nécessaire pour mieux
comprendre les systémes régulateurs derriére ces événements. Une meilleure compréhension
de l'impact de la réponse immune sur I'induction des mécanismes de résistance et virulence
bactériennes pourrait également démasquer des cibles thérapeutiques pour améliorer la prise
en charge des patients septiques.
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Effect of the innate immune response at the acute phase of sepsis on the induction of
the bacterial SOS response

Le sepsis est caractérisé par une dérégulation de la réponse immune associée a une
augmentation du nombre de Granulocytes Immatures (Gl) dans la circulation sanguine, ce qui
est observé dans la granulopoiése d’urgence. Les fonctions de défense face aux pathogénes
telles que la phagocytose et la production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont
diminuées chez les Gl par rapport aux Neutrophiles (Neut). Toutefois, ces fonctions pourraient
déclencher la réponse SOS bactérienne, responsable de la réparation de ’ADN endommagé
par ces ROS. En plus de son activité réparatrice, la réponse SOS facilite I'adaptation
bactérienne aux milieux hostiles, par I'expression et dissémination des génes de résistance
aux antibiotiques. Nous avons émis I'hypothése que pendant la réponse immune innée du
sepsis, les ROS produites par les Neut et les Gl peuvent induire la réponse SOS bactérienne
et en conséquence, faciliter I'apparition des résistances aux antibiotiques. Nous avons
développé un modéle in vitro et ex vivo d’incubation pour évaluer I'interaction entre les Neut/Gl
et E. coli comme bactérie modéle. Cela nous a permis de tester a la fois la fonction
phagocytaire et la production des ROS par les granulocytes, ainsi que 'induction de la réponse
SOS par I'utilisation d’'un systéme de fluorescence bactérien. Dans ce travail, nous avons mis
en évidence l'induction de la réponse SOS chez les Gl des patients septiques et nous avons
montré 'augmentation d‘expression du géne gnrB2, conférant la résistance aux quinolones de
fagon SOS-dépendante. Un modéle in vitro pour évaluer I'activité d’excision de I'intégrase de
l'intégron parmi les bactéries phagocytées a été également optimisée.

Mots-clés : Sepsis, Granulocytes, Réponse SOS, Intégrons, Résistance aux antibiotiques

Effect of the innate immune response at the acute phase of sepsis on the induction of
the bacterial SOS response

Sepsis is defined as a dysregulated immune response to infection, and in severe cases is
associated to an increase in the proportion of circulating Immature Granulocytes (IG),
secondary to an emergency granulopoiesis. Pathogen control functions such as phagocytosis
and reactive oxygen species (ROS) production are decreased in Gls compared to Neutrophils
(Neut). However, these functions could trigger the bacterial SOS response, a genetic network
triggered by DNA damage and responsible for the DNA repair. Additionally to the DNA repair
functions, the SOS response facilitates bacterial adaptation to hostile environments by, among
others, the expression and dissemination of antimicrobial resistance genes. We hypothesized
that during the innate immune response of sepsis, ROS produced by Neut and GI may induce
the bacterial SOS response and consequently facilitate the development of antibiotic
resistance. We developed an in vitro and ex vivo incubation model to evaluate the interaction
between Neut/Gl and E. coli as model bacteria. This allowed us to test simultaneously the
phagocytic function and ROS production by granulocytes, as well as the induction of the SOS
response using a bacterial fluorescence system. In this work, we demonstrated the induction
of the SOS response in the Gl of septic patients and showed the increased expression of the
qnrB2 gene, conferring quinolone resistance in an SOS-dependent manner. An in vitro model
to assess the excision frequency of the Integron’s integrase among phagocyted bacteria was
also studied and optimized.
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