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Introduction

Escherichia coli (E. coli) est une espéce bactérienne a la fois commensale du tube
digestif de 'THomme et pathogéne, responsable de diverses infections. La diversité phénotypique
de cette souche s’explique par l'acquisition de nombreux facteurs d’adaptation et de virulence
portés par des éléments génétiques mobiles, dont les flots génomiques. Notre équipe de
recherche a identifié en 2006 un flot génomique, I'llot pks, qui code pour une machinerie
enzymatique complexe synthétisant la colibactine, une génotoxine produite par certaines
souches d’entérobactéries dont E. coli. Cette génotoxine induit des cassures double-brins de

I’ADN sur les cellules eucaryotes in vitro et in vivo.

L’objectif de ma thése est d’apporter une meilleure compréhension de la régulation de la
colibactine par le dioxygéne (plus simplement appelé oxygéne dans ce manuscrit), en particulier
chez E. coli. En effet, des résultats préliminaires de I'équipe semblaient indiquer que 'oxygéne

modulerait la production de colibactine chez cette bactérie.

Ma thése s’articule en deux grandes parties: une premiére partie de synthése
bibliographique dans laquelle je m’applique a définir le réle de 'oxygéne dans la virulence des
entérobactéries ainsi que l'importance de la colibactine dans le cancer colorectal. Dans la
deuxiéme partie, intitulée étude expérimentale, je présente mes résultats expérimentaux obtenus
au cours de mon année de recherche a I'Institut de Recherche en Santé Digestive au CHU de
Toulouse, au sein de I'équipe du Pr Eric Oswald (UMR INSERM 1220). Au cours de mes travaux
de recherche, jai testé I'hypothése selon laquelle 'oxygéne pourrait impacter la production, c’est-

a-dire la biosynthése de la colibactine, et/ou la bioactivité de la génotoxine chez E. coli.

Ces résultats apportent des informations permettant de mieux appréhender la

pathogénése des souches d’entérobactéries productrices de colibactine génotoxique.
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Partie | : Synthese bibliographique

l. Le roéle de I’oxygéene dans la virulence des entérobactéries

A. Les principales entérobactéries chez ’'Homme
1. Définition

Les entérobactéries constituent un vaste groupe de bactéries présentant de fortes
similitudes. En 1937, Rahn propose de rassembler les genres bactériens déja décrits tels que
Escherichia coli, Salmonella et Klebsiella au sein d'une seule grande famille: les
Enterobacteriaceae. L’évolution constante des techniques d’études génomiques a profondément
bouleversé la taxonomie des bactéries, et celle des entérobactéries en particulier. L'ére de la
génomique associant les techniques d’hybridation ADN/ADN, le séquengage des génes des ARN
ribosomaux 5S, 16S, du rpoB (codant 'ARN polymérase B) et le séquengage complet,
permettent une identification précise des espéces bactériennes. On dénombre ainsi 53 genres et
plus de 170 especes d’entérobactéries. Certains genres comme Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella
et Yersinia sont plus fréquemment isolés en bactériologie clinique. Les entérobactéries sont
définies par un ensemble de caracteres généraux communs, morphologiques, culturaux,
biochimiques et antigéniques. Leur sensibilité aux B-lactamines est utilisée en pratique courante

pour les classer dans différents groupes (1).

Les entérobactéries sont polymorphes avec des tailles variant de 2 a 6 ym de long sur
0,4 a 0,6 ym de large. Ce sont des bacilles a Gram négatif présentant une coloration bipolaire,
droits, non sporulés, le plus souvent mobiles grace a une ciliature péritriche. Certains genres
comme Kilebsiella et Shigella sont immobiles (2). Quelques-unes possédent une capsule visible
au microscope et la plupart des espéces pathogénes pour 'Homme possédent des fimbriae ou

pili qui sont des facteurs d’adhésion.

Elles possédent toutes des antigénes de paroi ou antigénes somatiques O. L'antigéne O
est I'endotoxine des bactéries a Gram négatif. Il est composé de lipopolysaccharides (LPS)
complexes et antigéniques. En raison de sa toxicité, celui-ci entraine un certain nombre d'effets
physiopathologiques pouvant étre mortels. Les bactéries mobiles possédent en plus des
antigénes flagellaires ou antigénes H. Enfin, certaines possédent un antigéne d'enveloppe ou
antigene K. C’est un antigéne capsulaire qui entoure la paroi des Klebsiella et de certaines
souches de E. coli, Shigella, Citrobacter et Salmonella (antigéne Vi). Ces différents antigénes

peuvent étre utilisés pour le typage des bactéries.

Ces bactéries sont peu exigeantes et se développent facilement sur les milieux ordinaires
en aérobiose et en anaérobiose en 24 h a 37°C, a I'exception des Yersinia a 30°C (1). Leur
temps de division est d’environ 20 min. Elles fermentent le glucose et sont catalase positive,

oxydase négative et réduisent les nitrates NO* en nitrites NO?. Elles possédent de nombreuses
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enzymes (B-galactosidase, décarboxylases de la lysine et de I'ornithine, dihydrolase de I'arginine
etc.); qui peuvent étre utilisées dans les géloses chromogéniques et dans les galeries
d’identification de type APl 20E® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) pour lidentification

bactérienne.
2. Habitat

Les entérobactéries sont trés ubiquitaires, c'est-a-dire qu'on peut les retrouver dans de
nombreux écosystémes. Certaines espéces telles que les Serratia ou les Enterobacter sont
seulement saprophytes. Elles se multiplient dans les milieux humides au niveau des sols, des
eaux, des végétaux ou des produits alimentaires. La plupart des espéces sont commensales,
isolées dans l'intestin de 'homme et des animaux a sang chaud, d'ou le nom d'entérobactéries.
On peut également les retrouver dans la cavité buccale, les régions humides de la peau en
particulier le périnée, les fosses nasales et les voies génitales féminines dans lesquelles elles

peuvent constituer une flore transitoire (3).

Les entérobactéries font partie des premiéres bactéries a coloniser I'intestin humain dés
la naissance (4). Le microbiote intestinal de I'adulte contient 10'* bactéries par gramme de féces
ce qui représente en moyenne dix fois le nombre total de cellules du corps humain. Il est
composeé de plus de 500 espéces de bactéries dont plus de 90% sont des anaérobies strictes (5).
Les entérobactéries représentent une fraction importante de bactéries aéro-anaérobies
facultatives. Elles se retrouvent en grand nombre au niveau du cdlon (du caecum au rectum) ou
elles constituent une barriere de protection indispensable pour I'héte contre les agents
pathogénes. En outre elles utilisent des nutriments apportés par I'alimentation tout en favorisant

la digestion des acides gras et la production de vitamine K (6).

E. coli est I'entérobactérie la plus prédominante du microbiote intestinal humain. En effet,
plus de 90% de la population est colonisée par E. coli. Sa concentration par gramme de selles
varie entre les individus de 107 a 10° unités formant des colonies (UFC). Elle peut transiter dans
I'eau et les sédiments ou elle est utilisée comme un indicateur de la contamination fécale de I'eau
(colimétrie). E. coli, et plus largement les coliformes thermo-tolérants, sont également recherchés

dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale (1).
B. Pathogénicité des entérobactéries

1. Pathologies

Les entérobactéries commensales interagissent avec leur héte dans une relation
mutualiste. Cependant, elles peuvent devenir des pathogénes opportunistes ou des pathogénes
obligatoires du fait de I'expression de facteurs de virulence spécifiques et de la sensibilité de
I'héte. Les souches pathogénes opportunistes ou obligatoires ont développé différents modes

d’interaction avec leur héte se traduisant par des signes cliniques variés.
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a. Les entérobactéries pathogénes opportunistes

Les entérobactéries opportunistes ne disposent généralement pas d'un pouvoir
pathogéne suffisant pour déclencher une pathologie chez un héte sain. Elles sont en revanche
susceptibles de provoquer une infection chez un sujet immunodéprimé ainsi que chez les jeunes
enfants et les personnes agées. Parmi ces bactéries on retrouve en téte E. coli, Proteus et
Klebsiella puis Citrobacter, Hafnia, Providencia, Enterobacter et Serratia. On distingue

classiguement deux types d’infections opportunistes :

= Les infections nosocomiales :

Elles représentent des infections contractées dans un établissement de soins et touchent
en moyenne 5% des patients. Une infection est considérée comme telle lorsqu'elle était absente
a l'admission du patient et se manifeste aprés 48h. Les entérobactéries sont actuellement a
I'origine de 29 % des infections nosocomiales. E. coli est le premier agent pathogéne nosocomial.
Par ordre de fréquence décroissante, les entérobactéries sont responsables de 46 % des
infections urinaires, 30 % des pneumonies, 24 % des infections sur sites chirurgicaux et 17 %

des bactériémies (7).

= Les infections acquises dans la communauté :

Parmi ces infections, E. coli est la principale cause d'infections urinaires, notamment de
prostatites et de pyélonéphrites (8). Les espéces Proteus, Klebsiella et Enterobacter sont
également des agents pathogénes courants des voies urinaires. Proteus mirabilis est le premier
agent responsable de calculs rénaux liés a des infections (9). Enfin Klebsiella pneumoniae est
frequemment impliqué dans des infections broncho-pulmonaires et peut étre responsable de

pneumonies graves (10).

b. Les entérobactéries pathogénes strictes

Leur présence dans l'organisme est anormale quel que soit leur nombre et entrainent
souvent une infection dont la gravité dépend de leur point d'entrée. Elles provoquent
principalement des troubles intestinaux aprés adhésion sur la muqueuse intestinale puis passage
de la barriere entérocytaire. Les symptdmes se caractérisent majoritairement par des diarrhées

entrainant une déshydratation qui peut étre grave chez le nourrisson et la personne agée.

= Escherichia coli :

Ce colibacille fut isolé dans des féces de nouveau-nés sains par le pédiatre Theodor
Escherich en 1885. L'espéce fut rebaptisée Escherichia en 1919 en I'honneur de son découvreur
(11). E. coli est une espéce bactérienne trés polymorphe. La grande plasticit¢ de son génome
résulte de l'acquisition d’éléments génétiques mobiles (plasmides, ilots génomiques, phages,
intégrons), dont certains portent des facteurs de virulence (12). Outre les souches commensales,
on distingue classiquement deux groupes de E. coli pathogénes pour 'Homme : les E. coli
pathogénes intestinaux (INPEC) responsables de gastro-entérites et les E. coli pathogénes extra-
intestinaux (ExPEC) responsables d’infections urinaires et materno-foetales, de péritonites, de

pneumonies nosocomiales, de méningites ou encore de sepsis (Figure 1).
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Les InPEC sont a l'origine de syndromes diarrhéiques sévéres, notamment chez I'enfant
dans les pays en développement. lls sont responsables de deux millions de morts par an dans le
monde (13). L’identification de ces différentes souches peut étre réalisée par biologie
moléculaire. Actuellement, les INPEC sont classés en six pathotypes selon les mécanismes de

pathogénicité qui leurs sont propres :

E. coli entéropathogenes (EPEC) est le premier pathotype décrit historiquement. Les

EPEC adhérent aux entérocytes de lintestin gréle, puis détruisent I'architecture normale

des microvillosités créant des Iésions qui s’accompagnent d’'une réaction inflammatoire et

de diarrhées aqueuses.

- E. coli entérohémorragiques (EHEC). lls produisent une toxine clé de la physiopathologie
de linfection, la Shigatoxine-like (Stx), dont I'absorption systémique est a I'origine de
colites hémorragiques parfois compliquées de syndrome hémolytique et urémique (SHU),
premiere cause d’insuffisance rénale chez I'enfant de moins de 3 ans. Le sérotype 0157 :
H7 est le plus fréquent.

- E. coli entérotoxigéniques (ETEC). lls adhérent aux entérocytes de l'intestin gréle et
provoquent une diarrhée aqueuse en sécrétant deux types d’entérotoxines de nature
protéique, 'une est thermosensible (LT) et l'autre est thermostable (ST). Les ETEC sont
une des causes les plus fréquentes des diarrhées de I'enfant dans les pays en voie de
développement. La moitié des cas de diarrhées du voyageur sont causés par des ETEC.

- E. coli entéroinvasives (EIEC). lls entrainent un syndrome dysentérique proche de celui
des Shigella spp, avec présence de mucus, sang et leucocytes dans les selles.

- E. coli entéroaggrégatives (EAEC). lls peuvent adhérer sur toute portion de I'épithélium
intestinal, protégés dans un épais biofiim, et élaborent des entérotoxines et des
cytotoxines responsables de diarrhées persistantes.

- E. coli a adhésion diffuse (DAEC). lls entrainent également des diarrhées aqueuses

persistantes. lls adherent aux cellules en culture avec un phénotype d’adhésion diffus.

Le terme EXPEC regroupe les pathovars responsables d’infections extra-intestinales : les
NMEC pour E. coli méningitiques néonatales et les UPEC pour E coli uropathogenes. Les NMEC
sont responsables de 80 % des cas de méningites néonatales. lls sont protégés du systeme
immunitaire de I'h6te par une capsule de type K1 (14). Les UPEC sont les principales étiologies
des infections du tractus urinaire, a la fois en milieu communautaire et en milieu hospitalier (8). lls
sont responsables de 75% des infections urinaires simples et 65% des infections urinaires
compliquées (obstruction des voies urinaires, immunodépression, rétention d’urines causée par
une maladie neurologique, grossesse, présence d’'une sonde a demeure, exposition récente aux

antibiotiques) (15).
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Figure 1 : Sites d’infection des différents pathovars de Escherichia coli.

Le site de l'adhésion dans le tractus intestinal differe en fonction des souches. Chaque pathotype
possede un mécanisme de pathogénicité (adhésion, invasion, production d’entérotoxines) qui lui est
propre et engendre un syndrome spécifique. D’apres (16).

= Shigella spp.

Shigella est un pathovar de E. coli. Leurs génomes sont extrémement proches. En
revanche ce sont des entérobactéries immobiles qui ne fermentent pas le lactose. Elles sont
parasites de 'Homme et sont des pathogénes trés virulents et contagieux. Au cours d’une
transmission par voie fécale-orale, 10? bactéries suffisent pour atteindre la dose infectieuse (17).
Elles entrainent une colite infectieuse endémo-épidémique, la dysenterie bacillaire ou shigellose,
cause majeure de mortalité chez les enfants de moins de 5 ans dans les pays en voie de
développement. Les Shigella sont classées en 4 espéces elles-mémes divisées en sérotypes
selon leurs caractéres antigéniques. Parmi elles, S. dysenteriae produit la Shigatoxine (Stx), une

exotoxine protéique a activité entérotoxique et neurotoxique, responsable du SHU.

= Salmonella spp.

Le genre Salmonella comporte 3 especes : enterica, bongorii et subterranea, cette
derniére espéce ayant été reconnue récemment (18). Le principal mode de contamination chez
I'Homme se fait a partir de I'eau ou d’aliments contaminés ou d'animaux familiers porteurs. La

dose infectante serait de I'ordre de 10° bactéries.

Les sérotypes de Salmonella dites mineures telles que Salmonella Typhimurium,
Enteritidis et Dublin, sont ubiquitaires. Elles provoquent des infections purement digestives de

type gastro-entérite d’évolution bénigne en général. Certains sujets restent porteurs sains de
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Salmonella dans leur tube digestif et peuvent disséminer leur souche. La consommation
simultanée par plusieurs personnes d'un aliment massivement contaminé par des Salmonella
mineures entraine un tableau de gastro-entérite, appelé toxi-infection alimentaire collective

(TIAC), qui sont des maladies a déclaration obligatoire (19).

Les fievres typhoides et paratyphoides peuvent étre fatales en I'absence de traitement.
Elles sont provoquées par des sérotypes de Salmonella dits majeurs strictement adaptés a
I'hnomme, majoritairement S. Typhi et S. Paratyphi. lls entrainent une septicémie a point de départ
lymphatique par envahissement des ganglions mésentériques. Ces fievres frappent
principalement les pays en développement en Asie, en Afrique ou en Amérique Latine dans des

zones ou I'hygiéne est précaire. Elles sont également a déclaration obligatoire (19).

= Yersinia spp.
Ce genre est actuellement composé de 11 espéces, dont 3 sont pathogénes pour 'homme
et I'animal : Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis et Y. pestis. Ces bactéries ont un

développement optimal vers 30°C mais une virulence ne s’exprimant qu'a 37°C (1).

Y. pestis est un parasite des animaux et de 'Homme, agent de la peste. En plus de la
peste bubonique, les formes septicémiques et pulmonaires peuvent étre rapidement mortelles.
La peste est une maladie a déclaration obligatoire et fait I'objet d’'une surveillance du
bioterrorisme (19). La culture pour le diagnostic bactériologique s’effectue dans une unité de

haute sécurité (laboratoire P3 ou P4).

Y. enterocolitica et Y.pseudotuberculosis, retrouvées chez I'animal et dans
I'environnement, sont rarement a l'origine d'infections humaines. Néanmoins ces bactéries sont
systématiquement recherchées dans I'examen bactériologique au laboratoire. La forme la plus
habituelle est I'adénite mésentérique a Y.pseudotuberculosis du sujet jeune. Y.enterocolitica est
responsable d’entérocolite chez le jeune enfant. Les formes septicémiques sont plus rares et

surviennent sur un terrain fragilisé.

2. Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence aident les bactéries a envahir I'h6te, provoquer des maladies et
échapper aux défenses de I'hdte (2). Les facteurs de virulence bactériens peuvent étre codés sur
de I'ADN chromosomique ou plasmidique. Les génes des facteurs de virulence sur des
transposons ou sur de I'ADN de bactériophages peuvent s'intégrer dans le chromosome
bactérien. L'acquisition de facteurs de virulence portés par des éléments génétiques mobiles et la
délétion de fragments d'ADN appelés "trous noirs" constituent des mécanismes complémentaires
pour I'évolution des pathogénes (20) (Figure 2). Les facteurs de virulence peuvent étre classés

en grandes catégories fonctionnelles :
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Figure 2 : Schéma des principaux facteurs de virulences des entérobactéries.

a. Facteurs d'adhérence

Pour provoquer une infection, de nombreuses bactéries doivent d'abord adhérer a une
surface muqueuse. La muqueuse du tube digestif est nettoyée en continue par la libération de
mucus et par le flux péristaltique du contenu de lintestin sur I'épithélium. La monocouche de
cellules épithéliales intestinales est renouvelée et les cellules sont poussées des cryptes vers les
extrémités des villosités en 48h environ. Pour établir une infection a ce niveau, les bactéries
doivent adhérer a I'épithélium et se multiplier avant que le mucus et les cellules épithéliales
exudées ne soient balayés. Les bactéries ont développé des mécanismes de fixation comme les
pili (fimbriae), qui reconnaissent et fixent les cellules. Les EHEC et les EPEC se lient étroitement
a la membrane épithéliale par l'intermédiaire de la protéine d’adhésion intimine qui entraine
I'effacement des microvillosités et une forte adhérence entre la bactérie et la membrane cellulaire
épithéliale (21). Les pili de type 1 sont des facteurs de virulence établi chez les UPEC (22). lls
permettent 'adhésion des bactéries a des résidus mannoses a la surface des cellules épithéliales
de la vessie et constituent ainsi des réservoirs de bactéries internalisées qui échappent a

I'élimination par traitement antibiotique et par les défenses immunitaires de I'h6te (23).

b. Facteurs d'invasion cellulaire

Les mécanismes qui permettent a une bactérie d'envahir les cellules eucaryotes facilitent
I'entrée a la surface des muqueuses. Les composants de surface qui permettent I'invasion des
cellules hétes peuvent étre codés sur des plasmides, mais le plus souvent, ils se trouvent sur le
chromosome. Certains facteurs d'invasion de Shigella sont codés sur un plasmide de 140
meégadaltons, qui lorsqu'il est conjugué a E. coli, donne a ces bactéries non invasives la capacité
d'envahir les cellules (24). D'autres génes d'invasion ont également été identifiés dans

Salmonella et Yersinia pseudotuberculosis (25).

21



c. Capsule

La formation de capsules est depuis longtemps reconnue comme un mécanisme de
protection des bactéries. Les souches encapsulées, telles que Klebsiella et E. coli K1, sont plus
virulentes et plus résistantes a la phagocytose et a la destruction intracellulaire. Salmonella Typhi
et certaines bactéries paratyphoides sont porteuses d'un antigéne de surface, I'antigéne Vi. Cette
particularité augmente la résistance a la phagocytose, au pouvoir bactéricide et inhibe la

maturation du phagolysosome.

d. Endotoxines

L'endotoxine est un composant structurel de la membrane externe de toutes les bactéries
a Gram négatif, constituée de composants lipopolysaccharidiques (LPS) toxiques et
antigéniques. Le complexe moléculaire peut étre divisé en trois régions : les chaines spécifiques
O, le polysaccharide central et le lipide A, composé généralement d'un disaccharide glucosamine
auquel sont attachés des acides gras a longue chaine et du phosphate. Les parties
polysaccharidiques sont responsables de la diversité antigénique, tandis que la partie lipidique A
confere la toxicité. Les effets toxiques les plus pertinents comprennent une pyrogénicité, une
leucopénie suivie d’'une leucocytose, I'activation du complément, une dépression de la pression
sanguine, une mitogénicité, l'induction de la synthése des prostaglandines et une hypothermie.

Ces événements peuvent aboutir a une septicémie et a un choc mortel.

e. Exotoxines

Les exotoxines sont des toxines libérées par des bactéries viables. Elles forment une
classe de poisons qui est parmi les plus puissantes, par unité de poids, de toutes les substances
toxiques. Elles sont produites par certains membres des genres d’entérobactéries. Les fonctions
de ces exotoxines sont généralement inconnues, et les génes de la plupart d'entre elles peuvent
étre supprimés sans effet notable sur la croissance bactérienne. Contrairement aux effets
systémiques et immunitaires étendus de I'endotoxine sur I'héte, le site d'action de la plupart des
exotoxines est localisé et se limite a des types de cellules ou a des récepteurs cellulaires
particuliers. En général, les exotoxines sont d'excellents antigénes qui suscitent des anticorps
spécifiques appelés antitoxines. Tous les anticorps contre les exotoxines ne sont pas
protecteurs, mais certains réagissent avec des sites de liaison importants ou des sites
enzymatiques sur I'exotoxine, ce qui entraine une neutralisation c'est a dire une inhibition

compléte de I'activité toxique (2).

Les principales catégories d’exotoxines produites par les entérobactéries comprennent
les cytotoxines, les neurotoxines et les entérotoxines. Ces derniéres stimulent I'hypersécrétion
d'eau et d'électrolytes de [I'épithélium intestinal et produisent ainsi une diarrhée aqueuse.
Certaines entérotoxines sont a la fois cytotoxiques et neurotoxiques, par exemple, la Shigatoxine
de Shigella et les entérotoxines Stx1 et Stx2 des EHEC responsables du SHU. Les toxines LT et
ST des ETEC sont cytotoniques et provoquent une sortie d'eau de la cellule sans altérer de
maniére irréversible la vitalité cellulaire. L’'hémolysine est une toxine fréquente, présente chez les

souches responsables de pyélonéphrites (26). Elle induit des Iésions au niveau de I'épithélium
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des tubules rénaux. La lyse des globules rouges augmente la quantité de fer disponible et
favorise la multiplication bactérienne. L’hémolyse est mise en évidence sur gélose au sang ou

I'on observe une hémolyse totale de type B autour de la colonie bactérienne.

f. Sidérophores

Les sidérophores sont des chélateurs de fer ferrique Fe®* de petites tailles entre 500 et
1500 daltons. Ces facteurs de fixation du fer permettent aux bactéries de concurrencer I'hnéte
pour le fer, qui est lié a I'hémoglobine, a la transferrine et a la lactoferrine (27). Les sidérophores
exprimés par les entérobactéries sont l'entérobactine, I'aréobactine, les salmochélines et la
yersinibactine. lls ont une importance toute particuliére dans la physiopathologie des infections

urinaires car 'urine est un milieu trés pauvre en fer (28).

g. Acquisition de résistance aux antibiotiques

Le transfert de génes de résistance aux antibiotiques entre les bactéries est un probléme
médical important, bien qu'aucune de ces propriétés ne confere réellement une virulence accrue
a la bactérie (29). Elles donnent plutét la possibilité aux bactéries résistantes de proliférer et de
produire d'autres facteurs de virulence chez les patients qui sont traités avec un antibiotique

inapproprié.
C. L’oxygéne chez les entérobactéries
1. La respiration des entérobactéries

Les entérobactéries sont des anaérobies facultatives capables de répondre aux variations
de disponibilités en oxygene dans leur environnement. En l'absence d'oxygéne, la respiration
anaérobie leur permet d'obtenir de I'énergie par la fermentation. Elles utilisent alors par ordre de
préférence le nitrate, le nitrite, le TMAO, le DMSO et le fumarate comme accepteurs d'électrons

terminaux (30).

En condition aérobie, elles expriment des oxydases qui utilisent I'oxygéne comme
accepteur d'électrons terminal. Cette respiration oxydative leur est thermodynamiquement
favorable. L'expression des oxydases terminales est contrélée au niveau transcriptionnel via la
détection de I'oxygéne et du nitrate par différents régulateurs tels que FNR (Fumarate and Nitrate
Reductase) et ArcA/B (Anoxic Respiratory Control). Les systéemes OxyRS et SoxRS contrélent la
réponse des bactéries respectivement au peroxyde d'hydrogéne et au superoxyde (31). lls
régulent l'expression de nombreux génes codant pour les protéines nécessaires a la

détoxification des espéces réactives de I'oxygene (ERO).

2. Répartition des entérobactéries selon les gradients de I'oxygéne dans le tube

digestif humain

Le microbiote intestinal de 'Homme est un écosysteme dynamique qui s’adapte

constamment a son environnement.
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Les concentrations en oxygéne le long du tube digestif humain ont pu étre obtenues
grace a l'association de différentes techniques de mesures via des électrodes polarographiques
et des sondes fluorescentes (32). Une méthode plus récente, appelée oxymétrie par résonance
paramagnétique électronique (RPE), est une technique d'imagerie qui permet de quantifier
I'oxygéne sur de plus grandes surfaces dans la lumiére du colon de maniére répétée et non
invasive. Plus récemment, une sonde intraluminale spécialisée qui utilise l'extinction de la
phosphorescence a permis une mesure trés précise de la pression en oxygene (pO2)

intraluminale (33).

Alors que I'air respirable au niveau de la mer a une pO2 d’environ 145 mmHg (~ 21% O),
les mesures de l'alvéole pulmonaire saine ont révélé une pO, autour de 100 mmHg (~ 14% O>)
(34). Par contraste, la lumiére du célon sain présente une pO2 quasi nulle (32). De telles
différences de pO2 dans le corps humain sont dues a une combinaison de sources d'oxygéne, de
métabolisme local et d'anatomie du flux sanguin. Ainsi, la muqueuse intestinale est soumise a de
profondes fluctuations d’oxygénation, méme dans des conditions physiologiques d'équilibre. Par
exemple aprés lingestion d'aliments, une augmentation marquée du flux sanguin intestinal

modifie considérablement la pression partielle locale en oxygéne.

Les gradients de pH et d'oxygéne le long de I'axe longitudinal du tube digestif humain
limitent la charge bactérienne dans les régions proximales de l'intestin gréle alors que le gros
intestin supporte d'importantes quantités de bactéries (35) (Figure 3). Ainsi le colon contient 10°
a 10" bactéries par gramme de féces dont plus de 90% sont des anaérobies strictes. Les
entérobactéries représentent une fraction limitée mais importante de bactéries aéro-anaérobies

facultatives (5).

Le long de I'axe transversal de lintestin, I'oxygéne est distribué suivant un gradient
luminal/épithélial (Figure 3). Les concentrations en oxygéne se trouvent plus élevées a proximité
de I'épithélium en raison de la respiration cellulaire. En suivant I'axe radial a partir de la sous-
muqueuse intestinale, les concentrations d'oxygene diminuent brusquement jusqu'a la quasi-
anoxie au niveau de la lumiere intestinale. Les entérobactéries résident a proximité immédiate

des muqueuses de I'épithélium grace a leur capacité a utiliser I'oxygéne dans la respiration (36).
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Figure 3 : Représentation schématique des gradients d’oxygéne, de pH et de charge

bactérienne dans le tube digestif humain. D’apres (35).

3. Effet de I'inflammation chronique sur les entérobactéries

Les changements environnementaux et nutritionnels résultant de l'inflammation chronique
dans l'intestin peuvent étre a I'origine d’'une modification du microbiote digestif, en conférant un

avantage de croissance aux entérobactéries par rapport aux bactéries anaérobies strictes.

Dans des conditions inflammatoires chroniques, les niveaux d'oxygéne luminal de
I'intestin augmentent en partie a cause de I'afflux sanguin véhiculant I'hnémoglobine qui transporte
I'oxygéne (5). La signalisation des cytokines pro-inflammatoires de I'h6te entraine I'activation
d’enzymes génératrices d’ERO au niveau de I'épithélium intestinal. Les neutrophiles transmigrent
dans la lumiére intestinale pour générer également de nombreuses ERO par l'intermédiaire de la
NADPH oxydase (37). Les radicaux superoxyde et l'oxyde nitrique produits réagissent et
génerent du nitrate qui peut étre réduit par les entérobactéries exprimant la nitrate réductase,

contrairement aux bactéries anaérobies obligatoires (38).
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De plus linflammation entraine des modifications de l'organisation structurale de
I'épithélium intestinal qui tendent a augmenter la quantité d’'oxygéne dans la lumiére intestinale
(39). En effet, les microlésions inflammatoires induisent une réponse de réparation épithéliale
excessive qui conduit a une accumulation de cellules amplificatrices du transit en division et une
réduction concomitante de cellules épithéliales différenciées (40). Ces derniéres obtiennent de
I'énergie par la dégradation des acides gras par [3-oxydation et par la phosphorylation oxydative
dans les mitochondries, responsable d’'une forte consommation d'oxygéne. En revanche, les
cellules amplificatrices du transit convertissent le glucose en lactate méme en présence

d'oxygene, un métabolisme caractérisé par une faible consommation d'oxygéne (41).

Ainsi l'inflammation dans le tractus intestinal favorise la croissance des entérobactéries

ayant acquis des facteurs d'aptitude pour surmonter le stress environnemental et nutritionnel.
4. L’oxygéne dans la virulence des entérobactéries

L'adaptabilité des entérobactéries a divers niveaux d'oxygéne représente un avantage
sélectif crucial pour induire une infection. En effet, la capacité des agents pathogenes entériques
a détecter les fluctuations des niveaux d'oxygéne et a y répondre est essentielle a leur survie.
Elle dépend de diverses adaptations métaboliques et physiologiques chorégraphiées par une
multitude de régulateurs transcriptionnels. FNR et ArcA/B sont toujours présents dans les
pathogénes bactériens entériques et représentent des régulateurs transcriptionnels fortement

impliqués dans les adaptations des niveaux d'oxygéne fluctuants.

Chez E. coli le régulateur FNR contréle 122 opérons en condition anaérobie, en
particulier des génes dont les produits fonctionnent dans le métabolisme énergétique anaérobie
(42). Néanmoins il semblerait que le réle de FNR ne se limite pas a réguler I'expression de genes
impliqués dans le métabolisme énergétique de la bactérie. Par exemple, les souches ETEC
utilisent des adhésines et sécrétent des entérotoxines pour infecter les cellules hbétes. FNR
réprime I'expression de ces facteurs de virulence dans la lumiére intestinale a faible teneur en
oxygeéne. Cette répression par FNR est inhibée lorsque les ETEC détectent 'oxygéne en bordure

des cellules épithéliales, permettant ainsi la colonisation et I'infection bactérienne (43) (Figure 4).
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Figure 4 : Modéle de régulation des génes de virulence en fonction de I'oxygéne chez les
ETEC.

Les ETEC détectent I'oxygene de Il'environnement via FNR qui réprime I'expression des genes de
virulence dans les environnements & faible teneur en oxygene comme la lumiére intestinale (en
rouge). A proximité des cellules épithéliales intestinales, l'infiltration d'oxygene des cellules hétes
inactive FNR, ce qui inhibe la répression des genes de virulence et permet l'invasion et la colonisation
de I’'héte par les ETEC (en vert). D’apres (43).

Chez Shigella flexneri, le systéeme de sécrétion de type 3 (T3SS) est essentiel pour
I'invasion des cellules. Dans la lumiére du tractus gastro-intestinal, Shigella exprime des aiguilles
T3SS étendues tout en réduisant la sécrétion de I'effecteur Ipa (antigéne du plasmide d'invasion).
Ce mécanisme est médié par FNR qui réprime la transcription de spa32 et spa33, des génes de
virulence régulant la sécrétion des Ipa par le T3SS. Cette répression par FNR est inhibée lorsque
Shigella entre au contact de la muqueuse du tractus gastro-intestinal. La diffusion de I'oxygéne
par le réseau capillaire aux extrémités des villosités permet l'activation du T3SS sur son site
d'action et la sécrétion des Ipa, ce qui augmente l'invasion et la virulence de la bactérie (44)
(Figure 5). Les EHEC régulent I'expression de leur T3SS de maniére similaire a S. flexneri en

fonction du gradient d’oxygéne luminal/épithélial (45).

En outre, pendant l'infection, 'oxygéne de la muqueuse colique est consommé par la
respiration aérobie de S. flexneri, ce qui entraine la formation de foyers d'infection hypoxiques.
Ce processus induit l'inactivation du T3SS dans ces foyers et favorise la colonisation des
bactéries au niveau de I'épithélium (46). Enfin 'oxygéne joue également un réle clé dans
I'expression des systemes d'acquisition du fer de S. flexneri médiée par les régulateurs FNR et
ArcA/B (47).
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Figure 5 : Modéle de régulation du T3SS en fonction de I'oxygéne chez Shigella flexneri.
Shigella flexneri arme son T3SS dans la lumiére anaérobie du tractus gastro-intestinal. L'oxygéne des
capillaires créé un environnement permissif pour l'activation du T3SS, la sécrétion des Ipa et l'invasion
de I'épithélium. D’aprés (44).

Le régulateur global FNR contrdle I'expression de plus de 36% des séquences codantes
en réponse aux conditions anaérobies de Salmonella enterica serovar Typhimurium (48). Les
génes impliqués dans le métabolisme aérobie, la détoxification du NO, la biosynthése des
flagelles, la motilité, la chimiotaxie et I'utilisation anaérobie du carbone sont régulés par FNR
d'une maniere similaire a celle de E. coli (43). Les génes régulés par FNR uniquement chez le
sérovar Typhimurium comprennent ceux codant pour l'utilisation de I'éthanolamine, une protéine
universelle de stress, une protéine de type ferritine et une phosphotransacetylase. Le régulateur
ArcA/B module le métabolisme cellulaire, la biosynthése et la motilit¢ du S. Typhimurium. I
régule l'expression génétique et contrble les niveaux de glutathion, de NADH et des ERO
intracellulaires, ainsi que le complexe pyruvate déshydrogénase, modulant alors le potentiel
redox de la cellule (49). Il favorise ainsi la survie et la multiplication intracellulaire de S.

Typhimurium dans les macrophages et les neutrophiles, contribuant a l'infection systémique (50).

En plus dapparaitre comme un remarquable paramétre dans la virulence des
entérobactéries, I'oxygéne peut étre un enjeu de compétition entre les bactéries pour établir une
infection. Baumler et son équipe ont montré que les entérobactéries endogénes, représentées
majoritairement par E. coli, conférent une protection contre l'infection a S. Thyphimurium. En
utilisant leur métabolisme aérobie, les entérobactéries commensales peuvent concurrencer les
Salmonella pour les ressources en oxygene grace a la cytochtome bd oxydase et également en

fer via les sidérophores (51).
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II. La colibactine, un facteur de virulence carcinogéne

A. L’ilot pks
1. Unilot de pathogénicité

Les génes codant pour des facteurs d’adaptation ou de virulence des bactéries peuvent
étre portés par des éléments génétiques mobiles tels que les ilots génomiques. Certains de ces
flots portent des ilots de pathogénicité qui regroupent un cluster de génes impliqués dans la

virulence.

L’llot pks a été initialement découvert en 2006 dans la souche IHE3034 de E. coli isolée
d’'une méningite bactérienne néonatale. Cet ilot de pathogénicité confére aux bactéries une
activité génotoxique (52). L'infection transitoire des cellules eucaryotes par E. coli exprimant ce
groupe de génes entraine un blocage du cycle cellulaire en phase G2 qui se traduit par un
élargissement cellulaire appelé mégalocytose (Figure 6). Les enzymes codées par les génes de
cet ilot correspondent a des enzymes impliquées dans une machinerie de biosynthése de type
Polykétide-Peptide Non Ribosomal Synthase (PK-NRPS), d’'ou le nom filot pks. Les effets
observés lors de cette découverte ont été reliés a une génotoxine, nommeée la colibactine. Cette

toxine est une cyclomoduline inhibitrice.

E. coli pks- E. coli pks+

Figure 6 : Effet de la colibactine sur les cellules eucaryotes.

Effets observés suite a une infection de cellules eucaryotes avec des E. coli pks- ou pks+. Les cellules
eucaryotes infectées avec des E. coli pks+ présentent un arrét du cycle cellulaire a la transition G2/M
associé a une mégalocytose et a la présence de cassures de 'ADN (mises en évidence par la
phosphorylation de I'histone H2AX). Barre d’échelle de 100 um. D’apres (52).
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2. Organisation génomique

L'llot pks est un ilot de pathogénicité de 54kb. Il comporte 19 génes (de clbA a clbS) qui
codent pour 4 protéines Non Ribosomiques Peptides Synthétases (NRPS) (CIbE, H, J, N), 4
enzymes Polykétides Synthases (PKS) (CIbC, G, I, O), 2 enzymes hybrides NRPS-PKS (CIbB et
K) ainsi qu’'une phosphopantéthéinyl transférase (PPTase) (CIbA), une pompe a efflux (ClbM),
une peptidase (CIbP), une protéine de résistance (CIbS), un régulateur (CIbR), et des protéines
accessoires. Ces génes sont organisés en au moins sept unités de transcription qui ont pu étre
déterminées par RT-PCR (53) (Figure 7).

Figure 7 : Schéma de I'organisation génomique de I'ilot pks.
L’ilot génomique pks comprend 19 génes. La légende associée représente les protéines codées par
les génes de l’ilot pks. D’apres (53).

La machinerie codée par Ililot pks permet de synthétiser des métabolites
indépendamment des ribosomes. Les différents métabolites sont produits par élongation d’'un
oligomére avec ajout séquentiel et dans un ordre défini des monoméres préalablement activés

par les enzymes PKS et NRPS.

3. Epidémiologie

L'llot pks est porté par des souches de E. coli pathogénes pour I'Homme, isolées de
meéningites et d’infections urinaires, mais aussi par des souches commensales du tube digestif.
On le retrouve par exemple dans la souche Nissle 1917 (EcN), un probiotique utilisé dans la
spécialité Mutaflor®. En revanche il est absent chez les souches de laboratoire K-12 et chez les
pathogénes EPEC et EHEC (52). Les études épidémiologiques montrent qu'il est hébergé chez
environ 25% des souches de E. coli isolées de selles d'adultes sains (54) et 15% des nouveaux-
nés sont colonisés par des souches pks+. En dehors de ce portage asymptomatique, 40% des
souches de E. coli responsables d’infections extra-intestinales (ExPEC) possédent I'llot pks (55).
La prévalence atteint 58% pour les souches responsables de bactériémies. Enfin, elle est de
59% pour les isolats d’'urosepsis (56) et de 72% pour les souches EXPEC retrouvées dans les

prostatites aigiies (55).

Ces souches de E. coli digestives et extra-intestinales porteuses de I'llot de pathogénicité
pks, appartiennent au groupe phylogénétique B2 dont la proportion dans la flore commensale est
en constante augmentation depuis ces 30 dernieres années en Europe et aux Etats-Unis (57)

(Tableau 1). Les E. coli qui produisent la colibactine sont donc fortement prévalents dans les
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flores intestinales humaines. lls ont la capacité de coloniser le tube digestif dés la naissance puis
de se maintenir durablement dans le cdlon. L’llot pks est hautement conservé chez les E. coli B2.
Il est également présent et conservé chez d’autres entérobactéries telles que Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella aerogenes ou Citrobacter koseri avec 98% d'identité de séquences
nucléotidiques entre ces espéces (58). Il a également été identifié dans des symbiotes de coraux
et d’abeilles (59,60)

Tableau 1 : Prévalence des principaux groupes de E. coli chez ’lHomme.

La prévalence est donnée pour les 4 principaux groupes phylogénétiques (A, B1, B2 et D) de E. coli
déterminés par PCR dans des échantillons de feces humains des différentes populations indiquées.
D’aprés (57).

4. Réle pléiotrope de I'ilot pks dans la virulence et la pathogénicité des bactéries

A ce jour, le rOle de I'llot pks, a la fois porté par des souches bactériennes commensales
et pathogénes, n’est pas clairement élucidé. Ralentir le renouvellement de I'épithélium intestinal
en bloquant le cycle cellulaire pourrait étre une stratégie bactérienne visant a prolonger la
colonisation de I'épithélium intestinal, ce qui pourrait avoir un impact sur la pathogénicité et le

commensalisme des bactéries (54).

La présence de l'llot pks est associée a la virulence des bactéries porteuses dans
plusieurs modéles d’infection. Dans des modéles animaux, il a été montré que des souches
mutées pour un géne de I'llot et donc incapables de produire la colibactine ont une capacité de
colonisation intestinale altérée. Leur probabilité de translocation dans le compartiment sanguin
est également réduite (61). Or ces deux étapes de colonisation digestive et de translocation sont
des prérequis dans le développement d’infections causées par E. coli. Dans un modele murin de

sepsis a E. coli, la présence de l'llot pks diminue le taux de survie (62). Cet effet peut étre lié
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entre autres a la colibactine qui induirait des dommages a 'ADN des lymphocytes ce qui aboutit a
leur apoptose et exacerberait la lymphopénie lors du sepsis. Le tropisme méningé et la virulence
dans un modéle de méningite a Klebsiella pneumoniae sont également liés a I'llot pks, de méme

que la capacité a induire une infection systémique a partir de I'intestin (63).

Chez la souche probiotique E. coli Nissle 1917 (EcN), des preuves expérimentales ont
indiqué que la présence de I'llot pks dans cette souche est liée a des activités anti-inflammatoires
(64) et analgésiques (65). Un des lipopeptides synthétisé par I'llot pks, le C12-Asparagine-y-
amino-butyrique (C12-Asn-GABA), est capable de traverser la barriére épithéliale et d'inhiber le
flux de calcium induit par l'activation des nocicepteurs dans les neurones sensoriels via le
récepteur GABAg. Le C12-Asn-GABA inhibe I'hypersensibilité viscérale induite par I'activation des
nocicepteurs chez la souris. Cet effet antalgique pourrait jouer un réle dans la virulence

bactérienne en masquant la douleur, premier signe d’alerte de I'héte d’une infection en cours.

En outre, EcN produit deux sidérophores-microcines (Mcc), H47 (MccH47) et M (MccM),
responsables d'une activité antagoniste contre d'autres entérobactéries (66). Le sidérophore-Mcc
peut pénétrer et tuer la bactérie sensible par un stratagéme de "cheval de Troie", en imitant les
complexes fer-sidérophores des entérobactéries. Récemment, notre équipe a démontré que CIbP
la peptidase codée par I'llot pks, est nécessaire a l'activité antagoniste de I'ECN (67). Cette
interaction entre les voies de biosynthése de la colibactine et du sidérophore-Mcc suggere que
ces ilots génomiques ont été co-sélectionnés et ont joué un réle dans I'évolution de E. coli a partir
du phylogroupe B2. Cette co-évolution observée dans la souche EcN illustre le lien étroit entre la

pathogeénicité et I'activité probiotique.

B. La colibactine
1. Biosynthése

a. Machinerie de biosynthése

La colibactine est un composé hybride Polykétide-peptide Non Ribosomal (PK-NRP)
synthétisé grace a des enzymes multimodulaires agencées comme une chaine de montage sous
forme de mégasynthase (Figure 8). La biosynthése de la colibactine commence par I'activation
des synthétases peptidiques non ribosomiques et des synthétases polykétidiques. La
phosphopantéthéinyl transférase (PPTase) CIbA est responsable de la thiolation post
traductionnelle des domaines (52). Elle est codée par le géne c/bA. C’est au niveau de ces
domaines de thiolation (Acyl Carrier Protein ACP et Peptidyl Carrier Protein PCP) que va étre fixé

I'oligomeére en cours d’élongation via la fonction thioester apportée.

La NRPS CIbN est la premiére enzyme a intervenir dans la synthése de la colibactine. Le
premier élément de construction canalisé est une asparagine, et permet la synthése du
précurseur initial N-myristol-D-asparagine (ou C14-Asparagine ou C14-Asn) par acylation (68). Il
est ensuite pris en charge par CIbB, la seconde mégasynthase active. L’élongation se poursuit
avec les enzymes NRPS, PKS et PK-NRPS CIbC-H-I-J-K, incorporant une unité amino malonyle

générée par les enzymes CIbD-E-F-G. Cet intermédiaire est complété par I'action de CIbO-L et
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subit un processus d'édition médié par la thioestérase ClbQ (Figure 9). Un intermédiaire inactif

de la colibatine est alors libéré dans le cytoplasme : la précolibactine.

La précolibactine est ensuite transportée vers le périplasme par l'activité du transporteur
CIbM, une pompe defflux. Cette pompe appartient a la famille des transporteurs MATE
(Multidrug And Toxic compound Extrusion). La mutation de c¢/bM induit une réduction de I'activité
geénotoxique de la colibactine mais pas une perte. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que d’autres

pompes a efflux complémentent partiellement I'absence de CIbM (69).

Une fois dans le périplasme, la précolibactine est finalement maturée par l'activité
peptidase de CIbP (70). Cette peptidase permet le clivage de la précolibactine et libere la
colibatine et le C14-Asn formé a la toute premiére étape de biosynthése (71). Le clivage par ClbP
est nécessaire au remodelage de la molécule de colibactine mature pour lui donner sa forme
active. En son absence, des cyclisations alternatives surviennent, notamment la formation de

pyridones non génotoxiques ou de macrocycles (72).

Figure 8 : Modéle de biosynthése de la colibactine.

Les peptides et polykétide synthases (dont CIbN et CIbH), activés par la PPTase CIbA, synthétisent la
précolibactine. Elle est ensuite déchargée de la chaine de montage, dimérisée et effluée vers le
périplasme par la pompe a efflux CIbM. La peptidase CIbP clive la précolibactine pour générer la
colibactine active et le produit de clivage C14-Asn. La protéine CIbS est une hydrolase qui inhibe la
colibactine, protégeant la bactérie contre les dommages sur son propre ADN. D’aprés (73).
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b. Prise en charge et régulation :

La synthése dune prodrogue clivée par une peptidase est un mécanisme
d’autoprotection des bactéries. En effet, I'activation de la précolibactine en colibactine au niveau
du périplasme et non du cytoplasme bactérien pourrait étre un des mécanismes de protection du
propre ADN de la bactérie (74). L’ilot pks code également pour une protéine de résistance a la
colibactine, CIbS. Les bactéries productrices de colibactine se protégent contre I'activité
dommageable pour I'ADN de ce composé en exprimant la protéine CIbS, qui lie et désactive la
colibactine (75). Cette protéine n’est pas nécessaire a l'activité génotoxique mais protege les
bactéries productrices de génotoxine de l'autotoxicité induite par cette derniére grace a une
activité cyclopropane hydrolase (76). De maniére intéressante, CIbS pourrait en plus assurer une
protection supplémentaire de 'ADN en s’y fixant de maniére non spécifique. L'ADN préincubé
avec la protéine CIbS purifiée est également moins sensible a des nucléases comme la DNAse |
(77). L’équipe auteure de ces travaux envisage ainsi un role plus global a CIbS : la protéine
pourrait conférer un avantage sélectif, par exemple en protégeant 'ADN bactérien contre les

ERO produites lors d’'une infection par les défenses immunitaires de I'héte.

Une fois synthétisée, on ne sait pas si la colibactine se présente a la surface de la cellule
bactérienne, si elle est libérée dans le milieu ou si elle est activement sécrétée dans les cellules
hoétes. En revanche, le contact direct entre la bactérie et la cellule hote est nécessaire pour
I'internalisation de la colibactine dans les cellules hotes, qui est limitée par la présence d'une

membrane cellulaire intacte ou d'une couche de mucus (78,79).

Enfin la protéine CIbR posséde un domaine de liaison a 'ADN et a été récemment
identifiée comme étant le seul activateur transcriptionnel qui soit spécifique et essentiel pour une
régulation efficace de la production de colibactine (80). La mutation du géne c/bR entraine la
perte de l'activité génotoxique tandis que sa surexpression augmente la génotoxicité ou la
production de métabolites comme le produit de clivage C14-Asn. La surexpression de CIbR induit
également la surexpression de différents génes de I'llot pks, dont c/bR lui-méme. L’expression de
clbR est donc autorégulée mais également influencée par I'environnement comme la
concentration en fer ou la composition du milieu de culture sans que les mécanismes

moléculaires en jeu ne soient connus (53,80).
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Figure 9 : Proposition de biosynthése moléculaire de la (pré)colibactine.

Les premieres étapes de la voie de biosynthése sont grisées pour plus de clarté. L’oligomere est
formé par l'intervention successives des différentes enzymes (voir texte pour détail). Pour obtenir une
forme dimérique de la colibactine, selon eux CIbQ décroche l'intermédiaire issu de ClbJ (A), CIbL
catalyse I'hydrolyse d’une glycine et le couplage de ce nouveau composé avec celui formé par CIbO
pour obtenir la précolibactine 1491 (15), actuellement non isolée. Son clivage par CIbP est nécessaire
au remaniement de la structure pour former les X avec activité génotoxique. Le substitut du carbone
37 serait initialement un groupement amine (prédiction) mais est rapidement oxydé en cétone (la
structure exacte de la colibactine qui réagit avec 'ADN au niveau de carbones C36-C37 n’est pas
compléetement élucidée en raison de sa haute sensibilité a I'oxydation). Les acides aminés sont
représentés a leurs sites d'entrée dans la chaine. Les abréviations des domaines sont C,
condensation ; A, adénylation ; E, épimérisation ; KS, cétosynthase ; KR, cétoréductase ; DH,
déshydratase ; ER, énoylréductase ; AT* acyltransférase (AT) inactivée ; Cy, double
condensation/cyclisation ; et Ox, oxydase. D’apres (81).
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2. Structure de la colibactine et liaison avec ’ADN double-brin

La complexité de cette chaine d’assemblage et l'instabilité de la molécule ont rendu
difficile I'identification de sa structure. En effet, la colibactine est trés réactive et probablement
produite en faible quantité ce qui a tenu en échec toute tentative d’'isolement de la molécule et

son élucidation structurale pendant plus d’'une décennie.

Récemment, des approches complémentaires de biologie moléculaire guidée par la
spectrométrie de masse en tandem ont permis de déterminer une structure hétérodimérique de la
colibactine, qui porte deux motifs cyclopropaniques électrophiles correspondant aux sites
d'adduction de I'ADN (81) (Figure 10). Ces deux tétes réactives sont responsables de I'alkylation

des résidus d'adénine de I'ADN des cellules infectées.

Figure 10 : Structure moléculaire des pharmacophores de la colibactine responsables de Ia
mutagenése de ’ADN.
Les éléments surlignés en rouge représentent les deux motifs cyclopropaniques électrophiles de la

colibactine correspondant au site d'adduction de I'ADN. La "double téte" de la colibactine attaque les
résidus d'adénine espacés de quelques bases sur les deux brins opposés de I'’ADN entrainant un
pontage covalent D’aprés (81).

Grace aux calculs de mécanique quantique, Meyer et al. ont construit un modele
moléculaire permettant d’élucider la liaison entre I'ADN et la colibactine (82) (Figure 11A). La
colibactine est apparue comme une molécule assez flexible avec une distance moyenne de bout
en bout d'environ 13 A (1,3 nm). L'élaboration d'un modéle putatif montre une liaison trés stable
de la colibactine dans le sillon mineur de 'ADN, avec une orientation des motifs de cyclopropane
pointant vers les adénines sur les brins opposés. Le nombre de paires de bases impliquées dans
la liaison peut fluctuer entre quatre et cinq, selon I'orientation du cyclopropane et du carbone qui
alkyle 'atome d’azote en position 3 des adénines. La colibactine se lie et induit des dommages a
I’ADN dans les régions riches en AT selon un motif de type AAWWTT (Figure 11B).
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Figure 11 : Modélisation de I’insertion de la colibactine dans le sillon de ’'ADN double-brin.

A. Représentation graphique de l'arrimage théorique de la colibactine dans son motif de séquence
spécifique (séquence centrale AAATTT), montrant la liaison de la colibactine au niveau du sillon
mineur de I'ADN double-brin en surface, correspondant aux valeurs extrémes des parameétres de
forme de I'ADN et au potentiel électrostatique.

B. Détails atomiques. L'agrandissement montre la proximité du cyclopropane avec l'un des atomes N-
3 de I'adénine, ce qui met en évidence la possibilité d'alkyler la paire de base suivante, en fonction du
carbone impliqué dans l'alkylation. D’apres (82).

3. Génotoxicité in vitro et in vivo

La colibactine est une toxine qui induit la formation de dommages a I'ADN ftres
mutagénes. Dans les cellules infectées par des bactéries pks+, il a d’abord été mis en évidence
des cassures double-brins de 'ADN (52). Ce type de lésion n'est pas retrouvé sur de 'ADN

extracellulaire purifié.

Plus récemment il a été montré que la colibactine induit également la formation de ponts
inter-brins de 'ADN. Ce pontage a été initialement décrit lors d’essais in vitro a partir de
précolibactine (83). Cette activité a été mise en évidence par I'équipe a partir de colibactine
synthétisée directement par les bactéries : ADN cellulaire in vivo et ADN purifié ex-cellulo (84). Il
y a alors activation de la voie ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related kinase) et
recrutement de FANCD2 (protéine D2 de I'anémie de Fanconi), la protéine de réparation des
ponts inter-brins de 'ADN. Les ponts inter-brins de ’ADN sont convertis en cassures double-brins
lors de leur réparation, qui peuvent conduire a des mutations géniques et la transformation des

cellules quand elles sont incorrectement réparées (85).

L’apparition de cassures double-brins chez les cellules eucaryotes entraine la mise en
place de voies de réparation de 'ADN (voie de signalisation ATM/CHK/CDC25) (Figure 12).
Cette cascade de signalisation peut conduire a l'arrét du cycle cellulaire. Il y a également
phosphorylation de I'histone H2AX en y-H2AX au niveau des cassures doubles-brins de I'’ADN
(73).
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Figure 12 : Conséquences cellulaires des dommages a I’ADN.

Les cassures double-brins de I'ADN induites par la colibactine activent TATM/ATR, ce qui entraine la
phosphorylation de H2AX (en y-H2AX), le recrutement de la protéine kinase de contréle (CHK),
l'activation des mécanismes de réparation de I'ADN, et finalement I'apoptose et la sénescence
cellulaire. L'arrét du cycle cellulaire résulte de I'exclusion nucléaire de la phosphatase CDC25 et de
l'accumulation de p21, inhibiteur des cyclines dépendantes des kinases (CDK) qui sont nécessaires a
la progression du cycle cellulaire. Dans le cas d'une réparation incomplete de 'ADN suite a une
exposition chronique ou a une faible dose de génotoxine, les cellules accumulent des mutations et
développent une instabilité génomique. D’apres (73).

En fonction de l'intensité des dommages a ’ADN les conséquences sont différentes. A
forte dose infectieuse, si les dommages a 'ADN sont importants, I'apoptose cellulaire sera
déclenchée. A plus faible dose, on observera la sénescence cellulaire avec un arrét du cycle
cellulaire marqué par le phénotype de mégalocytose. Les cellules peuvent alors synthétiser des
meédiateurs pro-inflammatoires, tels que des cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de
croissance, des EROs et des protéases. On parle de phénotype sécrétoire associé a la
sénescence (SASP). Des données in vitro indiquent que cette sécrétion pourrait favoriser la
croissance de cellules tumorales de maniere paracrine (86). Enfin en cas de faible dose il peut 'y
avoir réparation des dommages a I'ADN et poursuite du cycle cellulaire. Cependant des
dommages résiduels peuvent persister et étre a I'origine d’'anomalies chromosomiques a I'origine

de mutations génétiques (85).
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C. Colibactine & cancer

Dans les pays industrialisés, le portage intestinal de souches hébergeant I'flot pks s'éléve
a 25% (voir paragraphe Il. A. 3.). Comme celles-ci peuvent causer une instabilité génétique suite
aux dommages a I'ADN qu'elles induisent, la question d'un lien entre colibactine et cancer, en

particulier le cancer colorectal, s'est rapidement posée.

1. Le cancer colorectal

Le cancer du colon et du rectum ou cancer colorectal (CRC) est le 2°™ cancer
diagnostiqué chez les femmes et le 3°™ chez les hommes. Il est une des principales causes de
décés liées au cancer ce qui suscite de graves inquiétudes sur le plan démographique et
économique dans le monde entier. En 2018 en France métropolitaine, on estime que 43 336
personnes ont été diagnostiquées avec un CRC, tandis que 17 117 patients sont décédés de

cette maladie. Le taux de survie des patients atteints de CRC est de 63% a 5 ans (87).

Le CRC se caractérise par l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs et |'activation
de génes oncogenes par le biais de mutations, entrainant la formation de polypes adénomateux,
qui se forment dans la muqueuse, la couche la plus interne du célon. Ces polypes peuvent
évoluer et se développer en adénome avec une dysplasie de haut grade et se transforment en un

cancer invasif (88).

Le pronostic du CRC dépend largement du stade de I'évolution au moment du diagnostic.
Les chances de guérison sont meilleures si le cancer est découvert a un stade précoce
notamment grace a un dépistage par recherche de sang occulte dans les selles. Un programme
de dépistage organisé est proposé en France a toutes les personnes agées de 50 a 74 ans.
Plusieurs facteurs de risque modifiables ayant trait au mode de vie tels que la consommation
d’alcool, le tabagisme, la sédentarité, I'inactivité physique, le surpoids et I'obésité, I'alimentation
avec une consommation faible en fibres, excessive de viande rouge ou de viandes transformées
ont été identifiés et ce cancer est donc en partie évitable. En 2015, on estime qu’en France
métropolitaine, environ 21% des CRC (hors cancers de I'anus) chez les plus de 30 ans étaient

attribuables a la consommation d’alcool (89).

Les récents développements de la recherche sur le CRC promettent une amélioration
significative des résultats des thérapies empiriques grace a de nouvelles thérapies ciblées. Le
ciblage des voies de signalisation cellulaire impliquées dans le CRC garantit la confiance dans

des traitements évolutifs plus spécifiques et moins toxiques.
2. La colibactine dans le cancer colorectal

L’'impact des bactéries productrices de colibactine dans le cancer a jusqu’a présent été

essentiellement étudié au niveau digestif, le microbiote intestinal en étant le principal réservoir.
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Seulement 20 % des cas de CRC peuvent étre génétiquement attribués, ce qui suggere
que les facteurs environnementaux jouent un réle important dans la promotion de ce cancer (90).
Le microbiote intestinal est suspecté dans le CRC, et en particulier les E. coli pks+. En effet, dans
une étude, des souches de E. coli produisant la colibactine sont retrouvées chez 69% des
patients atteints de CRC contre 20% chez les témoins sains (91). Des patients atteints de
polypose adénomateuse familiale présentent des polypes bénins recouverts de biofilms
bactériens contenant des souches de E. coli pks+ en grande proportion (92). De plus, il a été
montré dans des modéles rongeurs que la colibactine est produite dans la lumiére intestinale et

induit des dommages a I'ADN des entérocytes (85).

Récemment, Hans Clevers et son équipe ont identifié une signature mutationnelle
distincte dans le CRC qui résulte directement de l'exposition a des bactéries portant I'llot pks
producteur de colibactine (93). Des organoides intestinaux humains ont été exposés a des E. coli
pks+ génotoxiques par des injections répétées sur cing mois. Le séquengage du génome entier
des organoides avant et aprés cette exposition a révélé une signature mutationnelle caractérisée
par des substitutions de base unique spécifiques a pks (SBS-pks) T > N, de préférence en ATA,
ATT et TTT avec mutation de la base centrale, et des insertion/délétion T uniques au niveau des
homopolyméres T (ID-pks). Les organoides injectés avec des bactéries mutantes isogéniques ne
produisant plus la colibactine n’ont présenté aucune perturbation génomique spécifique. Ces
mutations préférentielles sont cohérentes avec le mode d'action proposé de la "double téte" de la
colibactine pour attaquer les résidus d'adénine espacés de quelques bases des deux brins
opposés de 'ADN (81,82) (Figures 10 et 11). La méme signature mutationnelle a été détectée
dans un sous-ensemble de 5 876 génomes de cancers humains issus de cohortes de patients, et
principalement dans le CRC. Le géne codant pour la protéine APC (Adenomatous Polyposis Coli)
est un initiateur clé dans le CRC et le plus fréequemment muté. Il contenait le plus grand nombre
de mutations correspondant aux sites cibles SBS-pks ou ID-pks, avec 52 des 983 (soit 5,3%)
mutations du géne driver correspondant au motif mutationnel (93). Ces études fournissent une

preuve directe de I'implication de la colibactine dans le CRC chez I'Homme.
3. Colibactine et inflammation dans la promotion du cancer colorectal

Dans les modéles murins colonisés par E. coli pks+, une seule injection d'azoxyméthane
cancérigéne (AOM) entraine la formation de nombreuses tumeurs coliques, lorsqu'elle est
associée a l'induction d'une colite chronique par du dextran sulfate de sodium (DSS) (39). Par
contre en l'absence d'inflammation, plusieurs injections du cancérigéne sont nécessaires pour
I'apparition des tumeurs qui mettent également plus de temps a se former. De méme, lorsque
des souris sensibles aux colites de par leur déficience en interleukine-10 (IL10(-/-)), sont mono-
colonisées par des souches de E. coli pks+ et traitées par de 'AOM, elles développent des
carcinomes invasifs (91). La suppression de Iilot génotoxique pks de E. coli diminue la

multiplicité des tumeurs chez les souris AOM/IL10(-/-), sans madifier I'inflammation intestinale.
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Ces observations cliniques et expérimentales montrent que I'association de la génotoxicité de la
colibactine a un contexte inflammatoire chez I'héte fonctionnent en synergie dans la promotion du
CRC.

L’inflammation chronique par elle-méme favorise I'apparition de Iésions cancérigénes via
les ERO produites par les cellules inflammatoires (94). Les ERO peuvent affecter la régulation
des génes codant des facteurs limitant la cancérogenése tels que p53, des protéines de
réparation des mésappariements d'ADN, et des protéines de réparation de l'excision des bases
de I'ADN, ainsi que des facteurs de transcription tel que le NFkB, ou encore des protéines de
signalisation telles que les cyclooxygénases. Ainsi, les maladies inflammatoires chroniques de
l'intestin (MICI) telles que la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique touchent 0,4% de la
population dans les pays développés et constituent un des facteurs de risque identifi¢ du CRC.
La maladie de Crohn augmente le risque cumulé de CRC jusqu'a 8% aprés 30 ans de maladie,
tandis que la rectocolite hémorragique peut atteindre 20%. L'augmentation exacte de la
prévalence de CRC chez les patients atteints de MICI dépend de la gravité et de la durée de la
maladie, de l'accessibilité aux coloscopies préventives et de l'efficacité des thérapies anti-
inflammatoires. Par ailleurs les MICI sont associées a une dysbiose du microbiote intestinal

caractérisée par une abondance d'entérobactéries et une disruption de I'anaérobiose (5).

11l. Conclusion

L'inflammation chronique dans le tractus intestinal favorise la croissance des
entérobactéries ayant acquis des facteurs d'aptitude pour surmonter le stress environnemental et
nutritionnel. L’'oxygéne apparait donc comme un parameétre important du tube digestif humain en
intervennant dans la composition du microbiote. Il agit également sur la virulence des bactéries
pathogénes en régulant directement la production de toxines. La colibactine est une génotoxine
cancérigéne synthétisée par des entérobactéries porteuses de I'llot de pathogénicité pks et en

particulier par E. coli.

A limage des facteurs de virulence, les génes de lilot pks ne sont pas exprimés
constitutivement, mais répondent a des signaux environnementaux, grace a des régulateurs
codés par lllot ou non. La machinerie pks nécessaire a la synthése de la colibactine est
meétaboliquement trés colteuse, comparée a une synthése de toxine protéique. On peut ainsi
envisager que I'activation de cette machinerie bactérienne soit soumise a une régulation fine, par
exemple liée a I'oxygéne. La connaissance de ces mécanismes de régulation permettra de
connaitre les conditions environnementales influant la production de la colibactine génotoxique.
Ainsi, nous pourrons appréhender les mécanismes généraux qui relient l'inflammation et la

dysbiose intestinale, a I'origine de la formation de lésions du CRC.

41



Partie Il : Etude expérimentale

. Contexte : colibactine & oxygéne
A. Connaissances :

1. Inflammation aigue et hypoxie

La muqueuse intestinale présente un profil métabolique unique et adaptatif qui est régulé
par de nombreuses sources. Ainsi, le microbiote digestif, la perfusion sanguine intestinale et
I'oxygénation des tissus sont soumis a de profondes fluctuations, méme dans des conditions
physiologiques. Ce profil métabolique est modifié dans des conditions d'inflammation chronique

(voir paragraphe I. C. 3). Il peut évoluer difféeremment au cours d’une inflammation aigue.

Lors d’une infection bactérienne aigue, les lésions induites établissent un micro-
environnement inflammatoire ou des zones d’hypoxie se constituent. D'importants changements
métaboliques se produisent sur le site d'inflammation de la muqueuse : les nutriments et
I'oxygeéne local s'épuisent rapidement, ce qui entraine une hypoglycémie, une accumulation de
lactate, une acidose et une hypoxie (95). D’une part, la prolifération locale des lymphocytes T et
B nécessite de grandes quantités de glucose, d'acides aminés, de lipides et d’oxygéne pour
alimenter la phosphorylation oxydative. D’autre part, les cellules myéloides immunitaires innées
telles que les neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques doivent étre activement
recrutées sur le site de linfection. Les demandes en énergie et en oxygene des cellules
recrutées augmentent pour faciliter la phagocytose et la destruction microbienne. Les fonctions
phagocytaires sont controlées par des peptides antimicrobiens, des protéases et des ERO
microbicides qui consomment localement I'oxygéne disponible (96). En outre, lors d’infections
intestinales induites par des bactéries capables d'utiliser 'oxygéne dans la respiration telles que
les entérobactéries, 'oxygéne de la muqueuse colique est activement épuisé par la respiration

aérobie des bactéries, ce qui favorise la formation de ces foyers d'infection hypoxiques (46).
2. Cancer et stress hypoxiant

Dans les tissus sains, I'apport en oxygéne est nécessaire au métabolisme, mais dans les
tumeurs, le taux de consommation d'oxygéne des cellules néoplasiques augmente et entraine
une hypoxie dans certaines zones tissulaires. Des preuves accumulées montrent que 50 a 60 %
des tumeurs solides sont composées de zones de tissus hypoxiques (97). L'hypoxie tissulaire est
une condition dans laquelle les tissus ne sont pas suffisamment oxygénés en raison d’une
diminution de leur vascularisation. Elle joue un rbéle majeur dans le cancer en initiant des
changements dans le microenvironnement, en altérant des génes oncogenes et le métabolisme
cellulaire. Ces modifications induisent la synthése de néovaisseaux sanguins désorganisés et
non fonctionnels, a l'origine de métastases (98). Cette caractéristique dans la tumeur est un
facteur important puisqu'elle stimule la progression du cancer, le développement des métastases

et la résistance aux chimiothérapies anti-cancéreuses.
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3. Importance de I'oxygéne sur la colibactine

La synthése de la colibactine fait intervenir 'oxygéne dans plusieurs étapes dans la
machinerie de biosynthése. Certains métabolites intermédiaires résultent de réactions
d’oxydation ou encore d’oxydo-réduction (99). Li et al. rapportent gu’'un macrocycle métabolite
mature de la colibactine, induit des cassures double-brins de I'ADN in vitro et dans diverses
cultures de cellules humaines via un mécanisme impliquant le cuivre dans une réaction
d'oxydation (100). Les auteurs ont proposé un modéle de génotoxicité du macrocycle qui
implique une complexation aux sels de cuivre(ll), une réduction au cuivre(l) et la génération d'un

chélate colibactine-cuivre actif qui forme des ERO a l'origine des cassures double-brins de I'ADN.

Par ailleurs, la colibactine elle-méme est une molécule trés réactive et instable,
particulierement sensible a I'oxydation (81). La structure de la colibactine contient deux cycles
thiazole séparés par un lieur a deux carbones qui existerait sous la forme d'une a-aminocétone.
Des études sur la biosynthése de la colibactine ont maintenant établi que cette a-aminocétone
est instable a l'oxydation aérobie. Les produits d'oxydation qui en résultent sont a leurs tours
instables au clivage nucléophile. Ainsi ces groupes fonctionnels réactifs conférent une courte
demi-vie a la colibactine. Ces données fournissent une explication simple, au niveau moléculaire,
de l'instabilité de la colibactine et expliquent peut-étre aussi la nécessité du contact de cellule a

cellule pour provoquer les effets génotoxiques sur ’ADN (99).

B. Résultats préliminaires : les conditions de culture modulent

I’autotoxicité de la colibactine

Lors d’'un projet de recherche ayant pour objectif d’étudier I'autotoxicité de la colibactine
sur les souches bactériennes E. coli pks+, 'équipe a obtenu un résultat interpellant au moment

d’une répétition d’expérience.

Un mutant ¢/bS construit par I'équipe montre une croissance plus faible que la souche E.
coli pks+. Ce résultat est expliqué par le fait que le mutant ne produisant pas la protéine de
résistance CIbS, il ne peut protéger son ADN contre la génotoxicité de la colibactine (Figure 8).
La bactérie met alors en place des mécanismes d’autorégulations qui limitent sa croissance,
comme précédemment décrits (75). Ce phénotype d’auto-toxicité est abrogé dans la souche
mutée c/bS complémentée avec le géne c/bS. De fagon inattendue, ce résultat n'a pas été
reproduit lors de la répétition de I'expérience. La seule différence entre les deux expériences était
liee aux conditions pendant la culture bactérienne : les tubes étaient ouverts au moment de la

répétition alors qu’ils étaient fermés dans la premiére expérience (Figure 13).
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Figure 13 : Modulation de I'autotoxicité de la colibactine par les conditions de culture chez E.
coli pks+.

Histogramme de la croissance bactérienne en UFC/mL de E. coli pks+ (pks), d’un mutant cIbS (AclbS)
et d’'un mutant clbS complémenté (AclbS + pCIbS) selon deux conditions de cultures différentes :
tubes fermés ou tubes ouverts.

Le phénoméne observé peut étre expliqué par la présence de I'oxygéne en plus grande
quantité dans le milieu de culture des tubes ouverts, alors qu’'un gradient d’oxygéne se créé dans
les tubes fermés suite a la consommation d’oxygéne par les bactéries. Les chercheurs de
I'équipe ont alors suggéré que dans les tubes ouverts, 'oxygéne en exces inhiberait la production
et/ou l'activité de la colibactine, ce qui permettrait aux bactéries de se multiplier normalement
malgré leur déficience en protéine de protection CIbS. Ces résultats préliminaires ont encouragé
les chercheurs a émettre I'hypothése selon laquelle la production de la colibactine et/ou sa

génotoxicité, seraient impactées par I'oxygene.
C. Hypothése

Alors qu’une infection bactérienne est a l'origine de lésions inflammatoires aigues
marquées par des zones d’hypoxie, linflammation chronique induit une augmentation de
I'oxygéne intestinal et favorise ainsi la croissance de E. coli pks+, pouvant provoquer des lésions
cancérigenes du cOlon. Une fois la tumeur établie, cette derniére peut générer un
microenvironnement hypoxique stimulant la progression du cancer et le développement de
métastases. En outre 'oxygéne semble étre indispensable a la biosynthése de la colibactine tout

en étant néfaste pour la molécule a forte dose.

Nous faisons I'hypothése que I'oxygéne pourrait impacter la production et la génotoxicité
de la colibactine chez E. coli pks+ selon les disponibilités en oxygéne rencontrées au sein du
tube digestif (Figure 14).
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Figure 14 : Schéma illustrant I’hypothése de I’étude.

D. Objectif de I’étude

La machinerie pks nécessaire a la synthése de la colibactine est métaboliquement trés
colteuse, comparée a une synthése de toxine protéique (101). De ce fait, 'activation de cette
machinerie bactérienne nécessite une régulation fine. Le principal objectif de mon étude
consistait a déterminer si I'oxygene régule la production c’est-a-dire la biosynthése de la

colibactine et/ou sa bioactivité chez Escherichia coli.

La connaissance de ces mécanismes de régulation permettra ainsi de connaitre les
conditions environnementales régulant la production de la colibactine génotoxique afin de pouvoir
les maitriser pour moduler cette derniére, ici in vitro. Cette connaissance prend tout son sens
pour envisager également les conditions in vivo propices a la synthése de la génotoxine, qui
pourront ouvrir la voie a la compréhension de son rdle physiopathologique et de ses

conséquences.
E. Souches bactériennes et plasmide utilisés

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés lors de cette étude sont répertoriés
dans I'annexe 1, tableau 2. La souche de laboratoire E. coli DH10B est transformée avec le
plasmide pBAC-pks afin d’exprimer les génes de l'ilot pks. Cette souche est mutée pour le géne
clbS puis complémentée apres transformation avec le plasmide pASK75-c/bS. Ce mutant est
construit en utilisant le systeme de recombinaison A red qui consiste a remplacer le géne cible a
déléter par une cassette de résistance a un antibiotique (102). J'ai également travaillé avec la
souche SP15 sauvage de E. coli « Wild Type » (WT). Cette souche est un pathogéne isolé d’un
nourrisson atteint de méningite néonatale. Elle appartient au groupe phylogénétique B2 et porte

I'flot pks.
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Le plasmide pCM17 contient I'opéron luxCDABE sous le contréle du promoteur ompC,
qui code pour la Luciférase, une enzyme catalysant une réaction de bioluminescence
(hétérodimere de LuxA et LuxB) et les enzymes produisant son substrat, la Luciférine (LuxC,
LuxD et LuxE) (103). L'émission de lumiére avec un spectre maximum a 590nm est utilisée
comme marqueur de I'expression de genes a I'échelle de la bactérie. Afin d’obtenir un systéme
rapporteur de lactivité de synthése de la colibactine, un plasmide pCM17 modifié a été
préalablement construit par I'équipe. Ce plasmide contient le promoteur du géne clbB de I'ilot pks
inséré a la place de la région du promoteur ompC. On appelle ainsi ce plasmide modifié pCM17-
lux-clbB. J'ai transformé ce plasmide dans une souche SP15 de E. coli, par électroporation de
1uL de plasmide dans 40uL de bactéries rendues électrocompétentes par lavages successifs en
glycérol froid (10%) (Figure 15). J'ai ensuite sélectionné les transformants sur des géloses LB

additionnées des antibiotiques adaptés (Annexe 1, Tableau 2).

Figure 15 : Schéma du systéme rapporteur de I’activité du promoteur clbB dans E. coli SP15

F. Démarche expérimentale

Afin de tester I'impact de I'oxygéne sur la régulation de la colibactine chez E. coli, jai
utilisé une station hypoxie (Whitley H35 Hypoxystation). Les concentrations en oxygéne de 0%,
0,1%, 1%, 4%, 13% et 21% ont été choisies d’aprés la distribution des pressions partielles

retrouvées le long de I'axe transversal de I'intestin gréle (Annexe 3, Tableau 4).
1. Paramétrage de la station hypoxie et obtention de I’'anoxie

La station hypoxie est équilibrée la veille de la manipulation a la concentration donnée en
oxygéne entre 0,1 et 13%. La chambre a hypoxie est maintenue a 37°C, avec un taux d’humidité
de 70% et contient de 'oxygéne, 5% de CO; et complétée avec de I'azote. Pour obtenir I'anoxie
totale, jai utilisé une boite anaérobie contenant un sachet capteur d’oxygéne (Thermo
Scientific™, réf. AG0025A) que jai manipulé sous la hotte a 0,1% d'oxygéne. Pour les
expérimentations a la concentration de 21% d’oxygéne j'ai travaillé en condition atmosphérique

sous PSM et j’ai utilisé un incubateur-agitateur a 37°C (5% CO.).
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2. Préparation des cultures bactériennes

Je préparais les cultures la veille a partir des souches bactériennes conservées a -80°C
dans des tubes a bouchons fermés contenant 4mL de LB et la quantité d’antibiotique
correspondant a la souche testée (Annexe 1, Tableau 2). J'incubais les tubes dans une étuve a
37°C en atmospheére ambiant, pour une croissance sur la nuit. Le milieu de culture DMEM Hepes
sans SVF était pré-équilibré la veille a la concentration en oxygéne voulue dans la chambre a

hypoxie ou en condition atmosphérique.

Le lendemain matin, j'effectuais une pré-culture en diluant au 1/20°™e le bouillon dans du
DMEM Hepes sans SVF en tubes Falcon 50mL en atmosphére ambiant, puis jincubais sous
agitation (240 rpm) a 37°C jusqu’a obtention de la DOsgonm = 0,5U des suspensions bactériennes.
La préparation des échantillons se déroule ensuite sous la hotte hypoxie pour les concentrations
en oxygene entre 0% et 13%, contrairement a la condition atmosphérique. Je préparais les
échantillons dans des tubes Falcon de 15mL a bouchons aérés, en introduisant 1,5.107 bactéries
dans 1mL de DMEM préalablement équilibré a la concentration d’oxygene testée. Puis je plagais
les tubes sous agitation pendant 3h30 jusqu’a la phase exponentielle de croissance des

bactéries.

A lissue des 3h30 de culture bactérienne sous la concentration d’oxygéne testée, jai
réalisé différentes expériences complémentaires dans le but d’explorer I'impact de I'oxygéne sur
la production et la génotoxicité de la colibactine (Figure 16). L’ensemble des méthodologies est

disponible en annexe 2.

Figure 16 : Schéma représentant la démarche expérimentale suivie au cours de cette étude.
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Il Impact de I'oxygéne sur la synthése et la génotoxicité de la colibactine
A. L’oxygéne module I'autotoxicité de la colibactine

Dans un premier temps nous avons souhaité confirmer les résultats préliminaires obtenus
par I'équipe sur l'effet des conditions de culture sur 'autotoxicité des souches de E. coli pks+.
Pour cela nous avons répété lI'expérience de croissance bactérienne des mémes souches
préalablement testées : une souche E. coli pks+, un mutant c/bS et un mutant c/bS complémenté
avec le géne clbS (Figure 13), en maitrisant les concentrations en oxygéne au moment de la
culture. Nous avons donc comparé la concentration de quasi anoxie a 0,1% d’oxygéne dans la
station hypoxie avec la concentration a 21% d’oxygéne en atmosphére ambiant en utilisant des

tubes a bouchon aéré dans les deux conditions (Figure 17).
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Figure 17 : L’oxygéne module I'autotoxicité de la colibactine chez E. coli pks+.

Histogramme de la croissance bactérienne de E. coli pks+ (pks), d’un mutant clbS (AclbS) et d’'un
mutant clbS complémenté (AclbS + pCIbS) a 0,1% ou a 21% d’oxygéne, dans des tubes & bouchons
aérés. Les Log en UFC/mL de 3 répétitions indépendantes sont intégrés dans un test statistique
ANOVA et post-test de Tukey avec p < 0,0001. (***: p < 0,001).

Les croissances bactériennes sont identiques aux résultats préliminaires obtenus par
I'équipe (Figure 13). Le mutant c/bS inhibe significativement sa croissance a 0,1% d’oxygéne
alors qu’il se multiplie de la méme facon que la souche E. coli pkst+ et que la souche
complémentée en atmosphére ambiant. Ces résultats montrent qu’en absence d’oxygene, la
colibactine synthétisée par I'llot pks de la bactérie, ralentit la croissance du mutant clbs déficient
en protéine de résistance CIbS. En revanche, ils suggérent qu’une quantité d’oxygéne importante
inhibe la génotoxicité de la colibactine, ce qui permettrait aux bactéries de se multiplier
normalement malgré leur déficience en protéine CIbS. L’'oxygéne agit donc sur I'autotoxicité de la
colibactine. Nous avons alors cherché a explorer I'impact de I'oxygéne sur la colibactine, en

analysant son effet sur la production et la génotoxicité de la colibactine.
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B. L’oxygeéne inhibe la production ou la génotoxicité de la colibactine

Afin d’étudier la génotoxicté de la colibactine chez les souches de E. coli, 'équipe a adapté
un test de pontage inter-brins de 'ADN plasmidique (84). Ce test permet d’observer et de
comparer l'effet génotoxique de la colibactine entre plusieurs souches soumises a différentes
conditions. Le principe repose sur la capacité démontrée de la colibactine d’induire des pontages
covalents entre les deux brins de 'ADN. De I'ADN plasmidique linéarisé est exposé a la souche
SP15 cultivée en présence de différentes concentrations en oxygéne entre 0% et 21%. Pour
mettre en évidence ces pontages inter-brins, TADN est soumis a migration par électrophorése
dans un gel d’agarose en conditions alcalines dénaturantes permettant la séparation des deux
brins d’ADN. Cette séparation est rendue impossible par la présence du pontage covalent. Nous
avons ainsi comparé les taux de pontage de 'ADN obtenus pour les différentes concentrations

d’'oxygene (Figure 18).
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Figure 18 : Analyse du pontage inter-brins de I’ADN plasmidique en fonction des
concentrations en oxygéne avec E. coli SP15.

A. Les bandes sur le gel dénaturant correspondent a la migration de '’ADN plasmidique dénaturé et
ponté par la colibactine en fonction des concentrations en oxygéne testées. L’ADN ponté présente
une migration retardée par rapport a '’ADN dénaturé. Ces images sont analysées pour quantification
des bandes avec le logiciel Imaged. Le pourcentage du pontage inter-brins est calculé pour chaque
souche en faisant le rapport : ADN Ponté/(ADN Ponté + ADN Dénaturé).

B. Taux de pontage inter-brins de I'’ADN plasmidique en fonction des différentes concentrations en
oxygene testées aprés exposition de I'ADN avec la souche pks+ SP15 de E. coli. Chaque
concentration en oxygene a été testée sur 3 expériences indépendantes. Les taux de pontage sont
intégrés dans un test statistique ANOVA et post-test de Tukey, en comparaison a la concentration a
0% d’oxygene avec p < 0,0001. (***: p < 0,001).
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Dans nos conditions de cultures in vitro, le taux de pontage inter-brins est proche de
100% pour une concentration en oxygene de 0% et diminue progressivement avec

'augmentation de la concentration en oxygéne. On ne détecte plus de pontage a 21% d’oxygéene.

En paralléle, nous avons dénombré les bactéries a I'issue des expériences afin de vérifier

I'effet des différentes concentrations d’oxygéne sur la croissance des bactéries (Figure 19).
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Figure 19 : Croissance de E. coli SP15 en fonction des concentrations en oxygéne.
Histogramme du nombre de bactéries aprés 3h30 de culture in vitro aux différentes concentrations en
oxygene testées. Les Log des UFC/mL de 3 expériences indépendantes sont intégrés dans un test
statistique ANOVA et post-test de Tukey avec p < 0,0001. (ns : non significatif).

Aucune différence significative n’apparait dans le dénombrement des UFC/mL. Cela
indique que la croissance bactérienne n’est pas influencée par I'oxygéne dans nos conditions de
culture in vitro et donc que ce n’est pas un défaut de croissance qui explique la réduction
d’activité de pontage en fonction de I'oxygéne. Ces résultats, obtenus dans trois expériences
indépendantes, révélent que la production de la colibactine et/ou son activité génotoxique

dépendent de 'oxygene.

50



C. La génotoxicité de la colibactine pourrait dépendre de I’'oxygéne

Afin d’observer si l'introduction d’oxygéne pendant le contact des bactéries avec 'ADN
plasmidique inactive la toxine, nous avons réalisé le test du pontage en effectuant des variations
d’oxygene en cours d’expérience. Pour cela, nous avons effectué des cultures de E. coli SP15 a
la concentration de 0,1% d’oxygéne sous la station hypoxie pendant 3h30 selon le protocole. Afin
d’exposer les bactéries a I'oxygéne, des tubes ont été sortis de la station hypoxie puis placés
dans l'incubateur a 37°C sous agitation pendant les 15 derniéres minutes de la fin de la culture.
Le test du pontage de 'ADN plasmidique a ensuite été réalisé, soit a 0,1% dans la station
hypoxie, soit dans une étuve standard a 37°C en atmosphére ambiant. Ces résultats sont
comparés avec une condition de culture et de test de pontage sans variation d’'oxygéene a 0,1%
d’oxygéne (Figure 20).

Figure 20: Analyse du pontage inter-brins de I’ADN plasmidique avec E. coli SP15 avec
variation de I'oxygéne.

Les bandes sur le gel dénaturant correspondent a la migration de '’ADN plasmidique dénaturé et
ponté par la colibactine (ADN P) soit a 0,1% d’oxygéne soit apres exposition a I'oxygéne ambiant.
L’ADN ponté présente une migration retardée par rapport a 'ADN dénaturé. Ces images sont
analysées pour quantification des bandes avec le logiciel Imaged. Le pourcentage du pontage inter-
brins est calculé pour chaque souche en faisant le rapport : ADN Ponté/(ADN Ponté + ADN Dénaturé).

Les résultats du gel de migration révélent une diminution importante du taux de pontage
inter-brins de 'ADN plasmidique lorsque les bactéries sont exposées a 'oxygene ambiant en fin
de culture. Ce taux est encore plus abaissé durant la réalisation du test de pontage a 21%
d’oxygene. Nous avons pu reproduire ces résultats sur différentes expériences indépendantes ce
qui nous encourage a penser que l'oxygene pourrait avoir directement un effet sur la génotoxicité

de la colibactine.
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Néanmoins plusieurs paramétres ne sont pas maitrisés au cours de ces manipulations.
Cette expérience ne nous permet pas de conclure si la baisse du taux de pontage observée
aprés exposition a 'oxygéne est réellement liée a I'activité génotoxique de la colibacine elle-

méme. De ce fait, nous nous sommes intéressés a la production de la colibactine via 'oxygéne.

D. Variations de I’expression du géne de synthése c/bB en fonction de

I’'oxygéne
1. Approche via un systéme rapporteur par bioluminescence

Afin d’obtenir un systéme rapporteur de l'activité de synthése de la colibactine, I'équipe a
préalablement construit un plasmide pCM17 modifié¢, contenant le promoteur du géene c/bB de
I'flot pks inséré a la place de la région du promoteur ompC (Figure 15). L’expression du géne
clbB est obtenue par lecture de la bioluminescence délivrée par I'expression de I'opéron lux
controlé par le promoteur de c/bB. Aprés transformation de la souche SP15 de E. coli avec ce
plasmide rapporteur modifié, nous avons pu mesurer I'expression du promoteur du géne c/bB de
I'llot pks, codant pour une enzyme clée, une des premiéres a entrer en jeu dans la synthése de

colibactine (Figure 7).

La souche bactérienne transformée a été exposée aux concentrations en oxygéne a
tester pendant les 3h30 de culture. Une fois les échantillons bactériens déposés dans une
microplaque, celle-ci est exposée rapidement a I'air ambiant afin de permettre I'action de la
Luciférase puis acheminée au lecteur de bioluminescence. Nous avons ainsi obtenu le profil
d’expression du géne de synthése de la colibactine c/bB exposé aux différentes concentrations

en oxygene (Figure 21).
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Figure 21 : Bioluminescence en fonction des concentrations en oxygéne chez E. coli SP15
portant pCM17 modifié avec le promoteur du géne clbB.

A. Photographie par le Chemidoc de la bioluminescence émise & 0% ou 21% d’oxygene chez la
souche SP15 de E. coli portant pCM17 modifié avec le promoteur du géne clbB. Pour chaque souche
testée I'expérience a été réalisée en triplicat. La souche SP15 sans plasmide (WT) est utilisée comme
contréle négatif et la souche portant un plasmide pCM17 non modifié (ompC) comme contrble de
I'expression de bioluminescence.

B. Expression du gene ompC chez la souche portant un plasmide pCM17 non modifié (Gauche) et du
géne clbB chez la souche SP15 de E. coli portant pCM17 modifié avec le promoteur clbB (Droite) en
fonction des différentes concentrations en oxygene testées. La lecture de la bioluminescence est
effectuée par le Tecan Infinite Pro microplate reader puis est rapportée sur le LogUFC/mL obtenu
apres dénombrement des bactéries. Chaque concentration en oxygene a été testée sur 3 expériences
indépendantes. Les résultats sont intégrés dans un test statistique ANOVA et post-test de Tukey, en
comparaison a la concentration a 0% d’oxygéne avec p < 0,0001. (*: p <0,05; ***: p < 0,001 ; ns:
non significatif)

La bioluminescence du promoteur du géne c/bB diminue proportionnellement avec le taux
d’'oxygéne, contrairement a la souche SP15 portant un plasmide pCM17 sous contrdle du
promoteur ompC, qui ne présente pas de variation significative de la bioluminescence aux
différentes concentrations en oxygéne. Ces résultats suggérent que I'oxygéne aurait un impact

sur I'expression du gene cl/bB, nécessaire a la synthése de la colibactine.
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2. Approche via une méthode de gRT-PCR

Afin de confirmer cette premiére approche par rapporteur de l'activité du promoteur de
clbB en bioluminescence et d’explorer davantage la biosynthése de la colibactine en fonction de
'oxygéne, nous avons quantifié les transcrits du géne c/bB. Pour cela nous avons effectué des
gRT-PCR a partir des ARNm extraits de 'ensemble des culots de cultures bactériennes de E. coli
SP15 exposées aux différentes concentrations en oxygéne pendant 3h30 (Figure 22). Pour les
conditions de culture que nous avons utilisé, nous avons analysé lI'expression du géne de
ménage cysG qui code pour une ferrochélatase impliquée dans la synthése de sirohéme chez E.
coli et déja décrit comme gene de référence exprimé de fagon constitutive (104). L'expression du
gene clbB a différentes concentrations d'oxygéne est calculée par le rapport clbB/cysG du
nombre de copies avec normalisation a 100% pour la moyenne a la condition 0% d’oxygéne. Les
résultats de gqRT-PCR proviennent de trois expériences indépendantes et chaque gqPCR est
effectuée en triplicat.
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Figure 22 : qRT-PCR du geéne clbB en fonction des concentrations en oxygéene chez E. coli
SP15.

L’expression du gene clbB est quantifiee par qRT-PCR a partir de I'extraction des ARNm de
I'ensemble des culots de cultures bactériennes de E. coli SP15 exposées aux différentes
concentrations en oxygéne. Le nombre de copies d’ARNm du géene clbB obtenu est rapporté au
nombre de copies de 'ARNm du géne de ménage cysG. Chaque concentration en oxygéne a été
testée sur 3 expériences indépendantes. Chaque mesure de qPCR a été réalisée en ftriplicat. Les
résultats sont intégrés dans un test statistique ANOVA avec un post-test de Tukey en comparaison
avec la concentration a 0% d’oxygene avec normalisation a 100% de la moyenne avec p < 0,0001.
(***:p <0,001).

Les analyses de gRT-PCR montrent que I'expression du gene de synthése c/bB diminue
proportionnellement avec le taux d’'oxygéne. Ces résultats confirment que I'oxygéne agit sur

I'expression du géne clbB codant une megasynthase nécessaire a la synthése de la colibactine.
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E. La production de colibactine dépend de I'oxygéne

Afin de confirmer que la biosynthése de colibactine est dépendante de I'oxygéne, nous
avons quantifié sa production en fonction de I'oxygéne. Etant donné que la colibactine elle-méme
est une molécule instable et non quantifiable directement, nous avons quantifié le C14-Asn libéré
lors du clivage de la précolibactine en colibactine (Figure 8). Le C14-Asn est un métabolite
lipidique stable est dosable qui reflete la production de colibactine. Aprés extraction des lipides
des surnageants de cultures bactériennes pendant 3h30 avec les différentes concentrations en
oxygene, le C14-Asn a été quantifié par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (LC-MS/MS) par la plateforme de lipidomique de Toulouse, comme déja décrit
(65) (Figure 23).
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Figure 23 : Concentration de C14-Asn en fonction des concentrations en oxygéne chez E. coli
SP15.

Apres extraction de I'ensemble des lipides des surnageants de cultures bactériennes de E. coli SP15
exposées a différentes concentrations en oxygene, le C14-Asn est dosé par LC-MS/MS. La quantité
est exprimée en pg/mL. Chaque concentration en oxygéne a été testée sur 3 expériences
indépendantes. Les résultats sont intégrés dans un test statistique ANOVA avec un post-test de
Tukey en comparaison avec la concentration a 0% d’oxygéne avec p < 0,0001. (***: p < 0,001).

La concentration en C14-Asn présente dans les cultures de E. coli SP15 exposées a de
faibles quantités d’oxygéne est significativement supérieure a celle quantifiée dans les cultures
aux fortes concentrations en oxygene. Ces résultats reflétent une production de colibactine plus
importante en conditions anaérobies ou trés hypoxiques par rapport aux conditions avec un fort
taux d’oxygéne. lls sont compatibles avec les résultats de bioluminescence et de qRT-PCR de

I'expression du géne clbB en fonction des concentrations en oxygéne.
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Il Discussion et perspectives
A. Bilan des résultats expérimentaux de I’étude

Les premiéres données de mes travaux révelent un impact de l'oxygéne sur la
génotoxicité des E. coli pks+. En effet, la génotoxicité est élevée en condition d’anoxie puis
s’abaisse avec le pourcentage d’oxygéne jusqu’a devenir nulle en atmosphére ambiant. Grace a
différentes approches expérimentales, jai pu examiner la régulation de la biosynthése de la
colibactine par 'oxygéne. J'ai d’abord utilisé un systéme rapporteur par bioluminescence contrélé
par le promoteur du géne de synthése clbB inséré dans un plasmide. La variation de la
bioluminescence avec l'oxygéne du promoteur du géne c/bB suggére une régulation de la
synthése de la colibactine via I'oxygéene. Ce résultat est cohérent avec la quantification de
’ARNm du géne clbB par gqRT-PCR en fonction de 'oxygéne. Enfin, le dosage du produit de
clivage C14-Asn refléte l'activité des enzymes de biosynthése et la maturation de la colibactine.
Sa production dépend de I'oxygene de maniére corrélée avec mes résultats précédents : elle est

élevée en condition d’anoxie puis s’abaisse avec 'augmentation du pourcentage d’oxygene.

Toutefois, le test de génotoxicité que jai employé ne permet pas de distinguer si c’est la
production et/ou l'activit¢ de la toxine qui sont impactées. Afin d’observer si l'introduction
d’oxygéne pendant le contact des bactéries avec I’ADN inactive la toxine, j'ai réalisé le test du
pontage en effectuant des variations d’oxygéne en cours d’expérience. Cependant, plusieurs
parametres ne sont pas maitrisés lors de ces manipulations. En effet, la colibactine est une
molécule instable et sensible a 'oxydation, de méme que ’ADN plasmidique nu. Il se pourrait que
le pontage de ’ADN formé soit détruit par la suite. En outre, on ne peut exclure que la bactérie
pourrait mettre en place un mécanisme de régulation de la production de colibactine au cours
des derniéres minutes de culture en atmosphére ambiant ou pendant la durée du test de
pontage. Dans le but de s’affranchir de l'influence des bactéries, jai effectué le test de pontage
de 'ADN plasmidique avec le surnageant des cultures bactériennes obtenu aprés centrifugation.
Je n’ai trouvé aucun pontage de 'ADN a la concentration optimale du test a 0% d’oxygéne. Ce
résultat confirme que la colibactine n’est pas sécrétée par les bactéries dans le milieu de culture,

ce qui ne permet pas de tester directement I'effet de I'oxygéne sur la génotoxicité de la molécule.

La variation de la bioluminescence avec I'oxygéne du promoteur du géne cl/bB suggére
une régulation de la synthése de la colibactine via I'oxygéne. Afin d’explorer cette régulation sur
les génes de I'ilot pks, jai utilisé le systéme rapporteur par bioluminescence contrélé par les
promoteurs de différents génes clb insérés dans un plasmide pCM17. J'ai choisi de mesurer
I'expression des promoteurs des génes de synthése de la colibactine : c/lbA codant la PPTase,
clbR codant un régulateur, c/bM une pompe a efflux, c/bP une peptidase et enfin c/bS une
hydrolase de protection propre a la bactérie (Figure 8). De cette fagon, un profil d'expression
représentatif du groupe de génes de synthése de la colibactine et de certaines de ses principales
enzymes a été créé. J'ai ensuite transformé des bactéries SP15 de E. coli avec ces différents

plasmides rapporteurs modifiés. J'ai ainsi obtenu les profils d’expression des promoteurs des
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génes de I'llot pks exposés aux différentes concentrations en oxygéne. Les profils d’expression
des promoteurs des geénes clbA et clbR se sont révélés intéressants et relativement proches de
celui du promoteur du géne c/bB. En revanche, les promoteurs des génes clbM, clbP et clbS ont
présentés une faible expression, ce qui rend l'interprétation de ces profils difficile. L'expression
plus faible de ce groupe de génes a déja été décrite aprées RT-PCR (53). J'ai également confirmé
par bioluminescence que I'expression du géne de ménage cysG ne montrait pas de variation
significative avec I'oxygéne. Nous envisageons de poursuivre nos expériences et de compléter
ces profils d’expression de génes dans la souche Nissle 1917 de E. coli (EcN), un probiotique
digestif également porteur de I'flot pks. Trois souches portant respectivement les mutations
chromosomiques clbA-lux ; clbB-lux et cIbR-lux, ou les promoteurs clb contrdlent 'expression de
lux, sont disponibles au laboratoire. Nous pourrons ainsi comparer I'expression des génes de
synthése de la colibactine en fonction de 'oxygéne directement au niveau chromosomique afin
d'obtenir un reflet de [I'expression plus proche des conditions naturelles de la
bactérie. Cependant, on ne peut exclure que la régulation de I'llot pks pourrait étre souche
dépendante, d’autant plus que la souche EcN semble étre moins génotoxique que les autres

souches porteuses de I'llot pks du groupe phylogénétique B2 (105).

Mes résultats de qRT-PCR du géne clbB en fonction de I'oxygéne sont cohérents avec le
profil d’expression du promoteur du géne cl/bB par bioluminescence. Ces résultats nous
encouragent a quantifier les ARNm des autres génes de ['ilot pks afin d’examiner la régulation de
la voie de biosynthése de la colibactine par I'oxygéne via cette approche. On pourrait également
envisager de doser les différentes protéines codées par I'ilot pks en fonction des concentrations

en oxygene.

Enfin, le dosage du C14-Asn dépend de la concentration en oxygéne. Ce métabolite
stable et quantifiable par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, est
généré a partir du clivage de la précolibactine et reflete donc l'activité des enzymes de
biosynthése et la maturation de la colibactine. En revanche sa quantité ne correspond pas
forcément a la colibactine réellement active, car la voie de synthése pks permet la production
d’autres métabolites. De plus, nous observons une faible quantité de C14-Asn a la concentration
de 1% d’oxygéne alors que I'activité génotoxique de la colibactine est élevée a ce pourcentage.
Cette différence peut étre expliquée par un délai trop court au moment du dosage du produit de
clivage, qui nécessiterait un temps suppérieur a 3h30 de culture pour s’accumuler dans le milieu.
Nous envisageons de quantifier le C14-Asn aprés une culture bacterienne de 8h afin de

confirmer cette observation.

Ensemble, mes résultats indiquent que I'oxygéne influence la production et/ou I'activité
geénotoxique de la colibactine. Elles sont optimales en condition anaérobie et au contraire
minimales en condition atmosphérique. Les concentrations entre 1% et 4% d’oxygéne semblent
correspondre a une zone critique, qui pourrait provenir de la sensibilité de nos techniques
expérimentales mais également d’'une zone de régulation bactérienne de la colibatine. En outre,

mes résultats sont exclusivement réalisés in vitro et nécessitent d’étre confirmés in vivo.
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B. Confirmation des résultats in cellulo

Dans le but de confirmer les résultats expérimentaux que jai obtenus in vitro, jai
commenceé a travailler sur un modeéle in cellulo. Pour cela jai infecté des cellules intestinales de
rats IEC6 par les souches de E. coli SP15 a la concentration en oxygéne de 0% dans la station
hypoxie ou dans un incubateur standard en atmosphéere ambiant. Aprés une durée d’infection de
4h, jai observé les pontages de 'ADN des cellules par migration sur gel dénaturant. J'ai retrouvé
de 'ADN ponté a la concentration de 0% d’oxygene mais également a celle de 21% d’oxygene.
Pour expliquer ce pontage malgré une incubation en atmosphére ambiant, nous suggérons qu’un
gradient d’'oxygéne se forme dans le milieu de culture en raison de la respiration cellulaire et
bactérienne. Les cellules au fond du puit se trouvent en quasi-anoxie ce qui permet la
génotoxicité de la colibactine sur 'ADN de ces cellules. Pour s’affranchir de ce gradient et
favoriser I'oxygénation des cellules, j’ai réalisé I'expérience en agitant continuellement les cellules
au cours des 4h dinfection avec les bactéries. Je n’ai alors retrouvé aucun pontage de 'ADN
cellulaire aux deux concentrations en oxygene testées. Une possible explication a ce résultat
serait que I'agitation continue et trop importante limiterait le contact cellule/bactérie nécessaire au

transfert de la colibactine des bactéries vers la cellule épithéliale.

La maitrise des conditions de cultures cellulaires et d’oxygénation pendant l'infection
apparait primordiale pour observer la génotoxicité de la colibactine. Il serait intéressant de
reconstituer un gradient d’oxygéne dans la station hypoxie comparable a celui de lintestin
humain suivant une coupe transversale. Le taux d’oxygéne devrait étre nul en haut de la
chambre a hypoxie et augmenter progressivement pour atteindre environ 13% d’oxygéne en bas

de la station (Annexe 3, Tableau 4).

En outre, nous pourrions rechercher les dommages de I‘ADN cellulaire en utilisant une
autre approche que la détection du pontage de 'ADN sur gel dénaturant, plus difficile a réaliser
sur cellules qu'avec de 'ADN plasmidique nu. Une des approches consiste a quantifier la
phosphorylation de l'histone H2AX (en y-H2AX), un marqueur sensible de la présence de
cassures double-brins des cellules eucaryotes, en In-Cell Western. Cette technique est maitrisée

en routine au laboratoire.

C. Régulation de la production de colibactine par les régulateurs

transcriptionnels oxygéne-dépendants

L'adaptabilité de E. coli a divers niveaux d'oxygéne représente un avantage sélectif crucial
pour induire une infection. Chez les entérobactéries, les régulateurs transcriptionels FNR et
ArcA/B sont essentiels a I'adaptation a des niveaux d'oxygene fluctuants. De ce fait, ils pourraient

étre impliqués dans la voie de régulation de la production de la colibactine.

Une analyse in silico de la région dADN en amont du géne c/bB permet de trouver des
séquences consensus du site de fixation de FNR. Nous souhaitons confirmer ces observations

au laboratoire. L’équipe travaille actuellement sur la construction d’'un mutant fnr dans I'optique
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de réaliser le test du pontage inter-brins de I’ADN plasmidique aux différentes concentrations en
oxygene. Si le régulateur FNR est impliqué dans la production de colibactine en anaérobie, avec
ce mutant nous n’observerions plus de pontage de I'ADN a 0% d’oxygéne, concentration en
oxygéne ou le géne fnr est actif. Nous pourrons de ce fait déterminer le seuil d’oxygéne
nécessaire a l'activation de FNR pour la régulation de la colibactine dans nos conditions de
culture. Nous devrons ensuite restaurer le phénotype obtenu avec la souche sauvage de E. coli
SP15 avec un mutant fnr complémenté. Si ce test est concluant, nous pourrons par la suite
utiliser une technique de retard sur gel (EMSA ou Electrophoretic Mobility Shift Assay),
permettant de détecter in vitro l'interaction entre la protéine FNR et 'ADN en amont du géne
clbB. Grace a des résultats préliminaires obtenus par I'équipe nous pensons notamment que le
régulateur ArcA/B pourrait intervenir dans I'activité de la colibactine en relai de FNR en condition
aérobie. Ces résultats in vitro n'ont pas encore été confirmés dans la station hypoxie sous une
concentration en oxygene contrélée. Nous pourrions donc construire un mutant arcA/B ainsi

qu’un double mutant fnr/arc afin d’explorer ce mécanisme de régulation.

Toutefois, les régulateurs transcriptionnels FNR et ArcA/B détiennent un rble pléiotrope
dans la régulation des génes du métabolisme oxygéne-dépendants et ont donc une large
influence sur la physiologie cellulaire. Par conséquent, il est possible qu’ils modifient I'expression
des génes de I'llot pks en influengant d'autres facteurs de régulation connus ou inconnus a ce
jour. Par ailleurs, mes premiéres expériences exclusivement in vitro ne tiennent pas compte de
I'environnement complexe in vivo. Ainsi, d’autres facteurs environnementaux peuvent également

influer sur I'expression des génes de la colibactine.

D. Perspectives thérapeutiques contre E. coli pks+ dans l'inflammation

chronique et le cancer colorectal

Bien qu’une approche thérapeutique par le contréle de I'oxygéne digestif soit difficilement
envisageable, le ciblage du mécanisme de synthése de la colibactine ou de la colonisation par E.
coli pourrait protéger contre le CRC provoqué par E. coli pks+. Actuellement, il existe peu
d'approches expérimentales qui tentent de limiter la colonisation par les entérobactéries
productrices de génotoxines. La thérapie antimicrobienne orale avec des antibiotiques a large
spectre est appropriée pour réduire temporairement I'abondance de certaines espéces de
bactéries pro-tumorales. Cependant, cette antibiothérapie élimine également les germes

bénéfiques du microbiote et augmente le risque d'expansion de l'agent pathogéne (106).

Pour surmonter les limites des antibiotiques a large spectre dans ce contexte, I'équipe de
Winter a récemment élaboré une stratégie qui cible les capacités métaboliques uniques des
entérobactéries (107). L'équipe a démontré que I'administration orale de tungstate, un sel de
tungsténe hydrosoluble, améliore la dysbiose et l'inflammation intestinale dans les modéles
murins de colite aigué. Le tungstate inhibe les molybdoenzymes des entérobactéries, des
métalloenzymes avec un cofacteur de molybdene (MoCo) dans leur site actif, et réduit

sélectivement la colonisation intestinale par les entérobactéries productrices de génotoxines. La
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restriction de la prolifération de ces entérobactéries induit une réduction importante de
l'inflammation intestinale et également l'incidence des tumeurs du célon dans des modeéles
murins de CRC (108). Parallélement, Robin et al. ont mis en évidence sur des modéles murins
que de petits composés a base de bore inhibent I'activité de la peptidase CIbP, indispensable a la
synthése de la colibactine, réduisant ainsi les effets génotoxiques et pro-tumorigénes des E. coli
pks+ (109). Ces traitements donnent des résultats prometteurs sur des modéles murins et

doivent encore étre validés avant d'étre utilisés dans un cadre clinique humain.

Etant donné limpact de l'inflammation sur le développement du CRC, les agents anti-
inflammatoires tels que ceux utilisés pour traiter les MICI pourraient étre chimiopréventifs. En
effet, l'utilisation d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), en particulier de I'aspirine, un
inhibiteur de la COX (cyclooxygénase), a été associée a une réduction du risque de différents
types de cancer (110). Des études épidémiologiques suggérent que le traitement anti-TNF
(Tumor Necrosis Factor) est associé a une réduction de la fréquence de la maladie de Crohn
(111,112), mais cette association n'est pas toujours significative. Cette divergence se concilie
avec l'observation clinique selon laquelle jusqu'a 40% des patients ne répondent pas au
traitement anti-TNF initial (113). Jobin et al. ont montré que le blocage du TNF maodifiait la
composition et les activités du microbiote, un processus soumis a l'influence de I'environnement
et essentiel pour prévenir la cancérogenése colorectale (114). Ainsi, I'état inflammatoire pourrait
affecter non seulement E. coli pks+ mais aussi d'autres membres du microbiote ainsi que les
interactions microbiennes au sein de I'écosystéme intestinal. L'influence réciproque entre I'état de
la maladie et le microbiote, qui est également soumis a la pression de I'environnement, souligne
la nature multifactorielle de I'étiologie des MICI et du CRC. Pour la prévention et la thérapie des
maladies, une approche holistique congue pour ftraiter l'interaction tripartite hote-microbiote-

environnement serait probablement la plus efficace.
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V. Conclusion

Les résultats de mon étude sont exclusivement réalisés in vitro et nécessitent d’étre
confirmés in vivo. Néanmoins ils indiquent que I'oxygéne influence la production et/ou I'activité
génotoxique de la colibactine. En effet, la génotoxine est produite et activée de fagon importante
en condition d’anoxie. Cette condition est retrouvée physiopathologiquement au cours
d’infections intestinales et également dans certaines zones tumorales hypoxiques. Ainsi la
toxicité de la colibactine au niveau de ces zones d’hypoxie pourrait déployer la virulence des E.

coli pks+, favorisant I'infection digestive et le développement de tumeurs colorectales.

Mes résultats soulignent I'importance de I'oxygéne dans les conditions de culture des
entérobactéries. lls remettent en question l'analyse de nombreux génes du métabolisme
bactérien qui sont étudiés sous les conditions de cultures de routine actuelles au laboratoire,
dans des incubateurs en atmosphére ambiant ou le taux d’oxygéne n’est pas maitrisé. Pour
travailler dans des conditions optimales, il serait intéressant de développer des enceintes avec

un gradient d’'oxygéne reconstituant le gradient transversal du tube digestif humain.

Cette étude nous encourage a poursuivre nos recherches. En effet, une meilleure
compréhension de la régulation de la colibactine chez E. coli pkst+ permettra de mieux
appréhender les mécanismes généraux qui relient l'inflammation et la dysbiose intestinale, a
'origine de la formation de Iésions du CRC. L'objectif a long terme sera de développer de
nouvelles cibles thérapeutiques épargnant le microbiote intestinal, telles que la piste des

inhibiteurs des enzymes de synthése de la colibactine.
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Annexes

Annexe 1 : Liste des souches de E. coli utilisées lors de cette étude

Tableau 2 : Souches bactériennes utilisées lors de cette étude et antibiotiques associés

Cm : Chloramphénicol ; Cb : Carbéniciline ; St : Streptomycine ; Km : Kanamycine

i i Antibiotiques
Souche bactérienne Caractéristiques L Source
ajouteés
E. coli DH10B-pks DH10B transformée avec Cm 25 pug/mL (52)
pBAC-pks
E. coli DH10B-pks AclbS Mutant c/bS DH10B pBAC-pks Cm 25 pug/mL (75)
E. coli DH10B-pks AclbS | Mutant clbS transformé avec | Cm 25 ug/mL et (75)
+pClbS pASK75-clbS Cb 50 pg/mL
E. coli SP15 Souche isolée de méningite St 50 pg/mL (115)
néonatale, pks+ sauvage
E. coli SP15 lux SP15 transformée avec pCM17 St et Km 50 ug/mL L’équipe

E. coli SP15 lux-clbB

SP15 transformée avec
pCM17-lux-clbB
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Annexe 2 : Données de matériel et méthodes supplémentaires

A. Conditions de culture des souches de E. coli DH10B

Les souches de E. coli DH10B ont été cultivées en routine a 37°C avec une agitation a 240
rpm dans 4mL de bouillon LB (Lysogeny Broth-Lennox, Invitrogen) a partir d'un stock de glycérol

a -80°C. Les antibiotiques associés ont été ajoutés au milieu selon les besoins (Tableau1).

Chaque souche DH10B a été cultivée en LB pour atteindre une croissance exponentielle
(DO600 = 0,4), puis inoculée a 2.10° bactéries/mL selon les expériences. Pour les
expérimentations non maitrisées en oxygeéne, les bactéries ont été cultivées pendant 17h soit
dans 5mL dans des tubes fermés de 10mL (Kima) soit dans des tubes ouverts de 50mL (Falcon).
Pour les expérimentations maitrisées en oxygene, les bactéries ont été cultivées pendant 17h
dans 3mL de LB dans des tubes a bouchons aérés de 14mL (Falcon) soit a 0,1% d’oxygéne

(sous station hypoxie) soit a 21% (agitation classique).
B. Dénombrement des bactéries

Des géloses LB contenant les antibiotiques correspondant aux souches testées sont
préparées (Tableau 1). 50uL d’échantillons bactériens obtenus aprés culture sont dilués au
1/10™e dans des microtubes de dénombrement préremplis de PBS. De nouvelles dilutions au
1/10%me sont effectuées dans du PBS jusqu’a la dilution finale de 10. 3 dépdts de 10uL des
dilutions au 10 et 10 sont ensemencés sur la gélose et incubés a 37°C. Au bout de 16h

d’'incubation, les colonies bactériennes sont dénombrées et une moyenne est calculée.

C. Mesure de I'activité de la colibactine

Les ponts inter-brins de 'ADN sont mis en évidence par migration de 'ADN en conditions

dénaturantes (84).

1. Test du pontage inter-brins de I’ADN in vitro

L'ADN du plasmide pUC19 est linéarisé aprés digestion par 'enzyme de restriction BamHI
(NEB) et purifié¢ avec un kit de PCR QIAquick de Qiagen puis conservé a -20°C. L'ADN
plasmidique est exposé aux bactéries produisant la colibactine dans des microtubes de 0,5mL.
500ng d'ADN sont inoculés avec 100ul de bactéries apres les 3h30h de culture. Un inhibiteur de
nucléase, 'EDTA (1mM) est ajouté puis le mélange est incubé pendant 40min a 37°C sous la

station hypoxie ou sous PSM en atmosphére ambiant pour la condition a 21% d’oxygéne.

2. Purification de ’ADN

Aprés linteraction ADN/bactéries, les microtubes sont centrifugés puis le surnageant est
prélevé dans de nouveaux microtubes de 2mL. L’ADN est purifié¢ avec le kit « PCR
purification Kit» de Qiagen et élué dans 37ul avec le tampon EB. L’ADN est dosé au Tecan

Infinite Pro microplate reader et conservé a -20°C.
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3. Electrophorése d’ADN sur gel dénaturant

Des gels d'agarose a 1 % sont préparés dans une solution de 2mM NaCl, 100mM EDTA
(pH 8). Aprés dépdt des échantillons, I'ADN est soumis a migration par électrophorése (45min a
25V puis 2h a 50V) en conditions alcalines dénaturantes de 1mM NaOH, 40mM EDTA,
permettant la séparation des deux brins d’ADN. Aprés neutralisation pendant 1h dans 100mM
NaCl, 150mM Tris (pH 7,4), 'ADN est coloré pendant 20min dans une solution de GelRed
(Biotium) et visualisé en évitant la saturation des pixels du dispositif a couplage de charge (CCD)
dans un systéme Bio-Rad Chemidoc XRS. Ces images sont analysées pour quantification de
lintensité des pixels des bandes du gel avec le logiciel Imaged et le pourcentage d’ADN non

dénaturé, c’est-a-dire ayant subi le pontage inter-brins, est calculé.
D. Mesure de la bioluminescence

La Luciférase catalyse la réaction de bioluminescence en oxydant la Luciférine en
Oxyluciférine en présence d'oxygene, d’ATP et de magnésium. Ceci provoque I'émission de
photons a la longueur d’onde de 590nm (103). L'expression du géne c/bB de Iilot pks est
obtenue par mesure de la bioluminescence délivrée par I'expression de I'opéron /ux controlé par
le promoteur du géne clbB inséré dans pCM17. 100ul d’échantillons bactériens, obtenus aprés
les 3h30 de culture a différentes concentrations en oxygéne, sont déposés dans une microplaque
96 puits a fond transparent. La lecture de la bioluminescence est effectuée par le Tecan Infinite
Pro microplate reader aprés acheminement rapide de la microplaque afin de limiter I'échange
avec I'oxygéne ambiant. La visualisation de la bioluminescence est obtenue avec un systéme
Bio-Rad Chemidoc XRS.

E. gRT-PCR

1. Recueil des culots bactériens

A lissue des 3h30 de culture sous le taux d’oxygéne testé, 800uL de culture sont
transférés dans un microtube de 1,5mL puis centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min a 4°C. Le
surnageant est aspiré en totalité afin d’obtenir un culot sec de bactéries. Les échantillons sont

conservés a -80°C en attendant leur utilisation.

2. Extraction des ARNm totaux

Les ARNm totaux sont extraits des culots bactériens a I'aide du kit RNeasy Plus (Qiagen)
selon le protocole du fabricant. Les bactéries sont lysées par ajout de lysozyme pendant 5 min a
température ambiante. Aprés ajout du chloroforme, les échantillons sont vortexés
vigoureusement puis centrifugés pendant 30 s a 10000 rpm. La partie aqueuse contenant les
ARNm est prélevée et mise en présence de 450uL d’éthanol a 70% pour la précipitation. Les
échantillons sont transférés dans des colonnes RNeasy pour centrifugations. Les ARNm sont
elués dans 30uL d’eau sans RNase. Aprés extraction, j'ai vérifié I'intégrité des ARNm 23S et 16S
par migration de 2uL sur gel d’agarose 1%. lls sont enfin dosés au Tecan Infinite Pro microplate

reader puis conservés a -80°C.
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3. Transcription inverse des ARNm

Pour obtenir de I'ADNc, des échantillons de 2ug d'ARNm sont utilisés pour effectuer la
transcription inverse avec le kit de synthese d'ADNc I-script (Bio-Rad) dans un volume total de
40uL. La réaction démarre a 25°C pour I'amorgage pendant 5 min puis se déroule a 46°C
pendant 20 min, enfin I'enzyme est inactivé a 95°C pendant 1 min. Les echantillons d’ADNc sont

conservés a -20°C.

4. PCR quantitative en temps réel

L’analyse de I'expression du géne clbB a été effectuée par PCR quantitative. Pour les
conditions de culture utilisées, I'expression du géne de meénage cysG codant pour une
ferrochélatase impliquée dans la synthése de sirohéme chez E. coli et déja décrit comme géne

de référence a été utilisée (104).

Une gamme étalon pour chacun des génes a été utilisée comme matrice pour les gPCR
afin d’établir des courbes standards. Pour obtenir la gamme de c/bB et de cysG, des PCR
classiques ont été réalisées a I'aide d’amorces amplifiant un fragment d’environ 500pb. La PCR
est effectuée a partir du génome SP15 avec les amorces NG49/NG50 et NG53/NG54
respectivement (Tableau 3). Aprés purification et dosage de I'ADN, on en déduit la concentration
en ADN qui est transformée en nombre de molécules d’ADN (N) par pL selon la formule : N =
6,01.10% x [ADN](g/uL) / (660 (g/mol ADN double brin) x taille de I'amplicon (bp)). Le produit
d’amplification est ensuite dilué dans un volume d’eau approprié pour obtenir 5.10° molécules
d’ADN/uL. A partir de cette solution mére, des dilutions en série décimales sont réalisée jusqu’a

5.10" copies/uL pour constituer les échantillons de la gamme étalon.

Les ADNc sont quantifies en méme temps que les gammes étalons. Les qPCR sont
effectuées avec le supermix iQ SYBR Green (Bio-Rad) dans 'appareil Thermalcycler (Bio-rad) a
partir de 2ul d'échantillons d'ADNc ou de chaque concentration des gammes standards et
187,5nM des amorces NG61/NG62 (c/bB) ou NG55/NG56 (cysG) (Tableau 3). Pour chaque Ct
obtenu avec des échantillons d'’ADNc, nous déduisons une quantité de nombre de copies/ul pour
clbB et cysG en utilisant les courbes des gammes étalons correspondantes. Des controles sont
effectués sur les échantillons d’ADN avant leur rétro-transcription afin de s’assurer qu'il ne
persiste pas d'ADN. Des contréles négatifs avec 2ul d’eau a la place de 'ADNc sont également

réalisés.

L'expression du gene clbB a différentes concentrations d'oxygéne est calculée par le
rapport clbB/cysG du nombre de copies/uyl dARNm avec la normalisation a 100% pour la
moyenne a la condition 0% doxygéne. Les résultats de la qPCR proviennent de trois

expériences indépendantes et chaque qPCR est effectuée en triplicat.
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Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour la qRT-PCR

Amorce Séquence Cible Source
NG49 AAACAACAAGGGGCTGACAC Cette étude
NG50 CAGTCAGCGCCACATGTAAG | amme clbB Cette étude
NG53 CGCCAGCTTTATTATGCCGT Cette étude

Gamme cysG
NG54 GTAGACCACCACATCTGCCT Cette étude
NG61 ACCGAATCAGTATGAAAACCAG Cette étude
gPCR clbB
NG62 GCACACTATCACTCCTCCAAC Cette étude
NG55 TGGGCCAGGTAGCGAA Cette étude
gPCR cysG
NG56 GGACCTGCACCAACCA Cette étude

F. Extraction et dosage des métabolites lipidiques

Les extractions lipidiques réalisées en collaboration avec Nicolas CENAC (Equipe 3 de
I'Institut de Recherche en Santé Digestive) nous ont permis de doser le C14-Asn dans nos

cultures bactériennes.

1. Recueil des surnageants

A lissue des 3h30 de culture sous le taux d’oxygéne testé, 1,5mL de culture sont
transférés dans un microtube puis centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min a 4°C. Le surnageant est
transféré dans un microtube de 1,5mL propre aprés passage dans un filire PVDF avec des pores

0,22um (Millipore). Les échantillons sont conservés a -80°C avant extraction des lipides.

2. Extraction des lipides

Les surnageants obtenus ont été soumis a une extraction lipidique sur phase solide en
utilisant une plaque HLB (OASIS HLB 2mg, 96 well plate, Waters, Ireland). Pour cela la plaque
HLB a été conditionnée par 500 uL de MeOH puis par 500 uL de MeOH/H20 (10%/90%). 1mL
d'échantillon a été mélangé avec 5uL de mélange standard interne (composés marqués au
deutérium, 400 ng/mL), 300uL de méthanol froid et 700ul d'eau milliQ. Les échantillons ont été
chargés sur la plaque a un débit de flux d’environ une goutte par 2 secondes. Aprés passage
complet, les colonnes ont été lavées par 500 uL de MeOH 10% et séchées par aspiration a la
pression de 0,6 bar pendant 1 minute. Par la suite les extraits lipidiques ont été élués avec 1 mL
de MeOH. L’éluat est évaporé a sec sous azote puis repris dans 2x70 uL de MeOH. Aprés
nouvelle évaporation a sec dans un vial contenant un insert, les extraits sont resuspendus dans

10 uL de MeOH et conservés a -80°C avant I'analyse chromatographique.
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3. Dosage des lipides

Le dosage a été réalisé par la plateforme Métatoul-Lipidomique, 12MC, Toulouse, France.
Les lipides contenus dans les échantillons ont été identifiés et quantifiés par un couplage de la
chromatographie en phase liquide (HPLC, Agilent LC1290 infinity) avec la spectrométrie de
masse en tandem (MS/MS ; Agilent G6460 triple quadripble MS, Agilent Technologies) (LC-
MS/MS). Les données ont été acquises en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) dans des
conditions optimales. La détection des pics, I'intégration et 'analyse quantitative ont été réalisées

en utilisant le logiciel Mass Hunter Quantitative analysis (Agilent Technologies).

G. Analyse statistique

L’'analyse statistique a été réalisée sur le logiciel GraphPad Prism 8. La moyenne +/-
I’écart type de la moyenne sont représentés sur les figures. Pour les comparaisons de moyennes,
un test d’analyse de variance a un facteur contrélé (One Way-ANOVA) est utilisé avec un post-
test de Tukey en comparaison avec la concentration a 0% d’oxygéne. Les UFC/mL ont été
transformés en logarithme pour les analyses statistiques. Les données de bioluminescence Lux
sont normalisées par le log des UFC. Une p-valeur est considérée significative si inférieure a 0,05

et notée * ; p<0,01 est notée **, p<0,001 est notée ***.
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Annexe 3 : Calculs des concentrations en oxygéne en pourcentage

Tableau 4 : Calculs des pourcentages en oxygéne selon la distribution des pressions partielles

en oxygéne le long de I’axe transversal intestinal chez ’Homme D’apres (32).

Localisation pO2 (mmHg) 02 (%)
Lumiére intestinale 0,1 0%
Mucus 1 1%
Cellules épithéliales 30 4%
Creux de la crypte 90 13%
Atmosphére ambiant 159 21%
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Abstract

Impact of oxygen availability on genotoxicity of Escherichia coli

producing colibactin

Escherichia coli is a facultative aero-anaerobic bacterium, commensal of the digestive tract of
humans and warm-blooded animals. Some strains harbor virulence factors, such as the pks
pathogenicity island. This island encodes for a multienzymatic machinery that synthesizes the
colibactin, a genotoxin capable of inducing highly mutagenic DNA damage. Chronic intestinal
inflammation is an identified risk factor for colorectal cancer. It leads to an increase in intestinal
oxygenation and thus promotes the growth of endogenous enterobacteria, including E. coli pks+,
which can cause carcinogenic lesions of the colon. It leads to an increase in intestinal
oxygenation and thus promotes growth of E. coli pks+, which can cause cancerous lesions of the
colon. At the same time, areas of hypoxia are present during intestinal infections and also in

certain tumor areas.

The objective of my study was to determine whether oxygen impacts on the production and
genotoxicity of colibactin in E. coli. Using different experimental approaches, | was able to confirm
this hypothesis in vitro. Indeed, genotoxin is produced and activated significantly in anoxic
conditions. Thus, colibactin toxicity in hypoxic intestinal areas could favor the genotoxicity of E.

coli pks+, and ultimately the development of colorectal tumors.

This study is a step towards a better understanding of colibactin regulation in E. coli pks+, to
provide information to better understand the pathogenesis of E. coli strains producing genotoxic

colibactin, as well as the identification of new therapeutic targets.

KEY WORDS : Escherichia coli, colibactin, oxygen, inflammation, colorectal cancer
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GUYONNET Cécile

IMPACT DE LA DISPONIBILITE EN OXYGENE SUR LA GENOTOXICITE
DE ESCHERICHIA COLI PRODUISANT LA COLIBACTINE

RESUME :

Escherichia coli est une bactérie aéro-anaérobie facultative, commensale du tube digestif de
’'Homme et des animaux a sang chaud. Certaines souches sont porteuses de facteurs de
virulence, tel que I'llot de pathogénicité pks. Cet ilot code pour une machinerie multienzymatique
qui synthétise une génotoxine, la colibactine, capable d’induire des lésions trés mutagénes de
’ADN. L'inflammation intestinale chronique est un facteur de risque identifié du cancer colorectal.
Elle entraine une augmentation de I'oxygéne intestinal et favorise ainsi la croissance des
entérobactéries endogénes dont les E. coli pks+ pouvant provoquer des lésions cancérigénes du
cblon. Dans un méme temps, des zones d’hypoxies sont présentent lors d’infections intestinales
et également au sein des tissus tumoraux.

L’objectif de mon étude consistait & déterminer si 'oxygéne impacte directement sur la production
et la génotoxicité de la colibactine chez E. coli. Grace a différentes approches expérimentales, j’ai
pu confirmer cette hypothése in vitro. En effet, la génotoxine est produite et activée de fagon
importante en condition d’anoxie. Ainsi, la génotoxicité de la colibactine au niveau de zones
hypoxiques intestinales pourrait favoriser le développement de tumeurs colorectales.

Cette étude encourage a poursuivre nos recherches in vivo. En effet, une meilleure
compréhension de la régulation de la colibactine chez E. coli pks+ apportera des informations
permettant de mieux appréhender la pathogénése des souches de E. coli productrices de
colibactine génotoxique ainsi que l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.
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