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Généralités

Interactions Hoéte -Pathogéne

Interactions hote-microorganisme

 « Existing concepts of virulence and Exposition

pathogenicity are inadequate because they Infection

do not account for the full complexity of Colonisation

microbial pathogenesis in host... Commensalisme Définis par la nature et

. . l'intensité des lésions

* Given our incomplete knowledge of host- Latence de I'hote

pathogen interaction, it should be considered Maladie

as a work in progress ... »

Casadevall & Pirofski I&] 1999,67,3703 Casadevall & Pirofski TIM 20034,157
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Pathogéne si Pathogéne quand

réponse immune L HI | réponse immune
faible \ R / faible ou forte

L L \_ __
Rathogepe s! st o Pathogéne pendant
reponse Immune il s 1  laréponse immune

i 5 s — 1 - .

faible O,U au d?bUt e S . __I--" et A si Rl forte
de laréponse imm. | == i
Pathogéne du début || === . Pathogéne si et ss
alafin de la s 2 1 | réponse immune

réponse immune - A forte

Casadevall & Pirofski 1&I 1999,67,3703

Casadevall & Pirofski 1&I 1999,67,3703




Exemples

Lésions en fonction de la
réponse immune
classe pathogéne faible moyenne forte
1 P.carinii pneumonie %) %)
2 B.anthracis anthrax anthrax 7]
3 CMV pneumonie... MNI Guilain Barré
4 Aspergillus spp | aspergilose %) sinusite allerg.
invasive poum. Fermier
5 Trypanosoma | trypanosomiase trypanosomiase | cardiomyopathie
6 H.pylori %) 7] ulcére, carcinome,
lymphome

Casadevall & Pirofski 1&I 1999,67,3703

Effets du traitement
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Effets du traitement
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Devenir de I'interaction héte pathogéne
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Pseudomonas aeruginosa

Un modéele de choix pour I'étude d’'une

bactérie pathogéne opportuniste

Facteurs cellulaires de virulence
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Facteurs extracellulaires de virulence
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Quorum Sensing
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Réseau de régulation de la virulence
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La virulence de P.aeruginosa

¢ Biofilm § ¢ SSTT
— Souches résidentes B — Souches invasives

* Mucoviscidose M « Septicémies

« Brultres s . etc

. Etc... E
N
7
N
G

Mécanismes intriqués

Lung infection model in
Pseudomonas aeruginosa

TTSS switched on

Toxic
effectors
Oy
&R T
Q\ A\ TTSS switched off

Lung epithelium

L’invasion

+ Un processus en deux temps

e 1®temps: phase de colonisation

— Bactéries mobiles et cytotoxiques

« 28me temps: phase de prolifération

— Bactéries protégées par un bio-film




La cytotoxicité

Le Systeme de Sécrétion de Type IlI
ou
SSTT
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TTSS protein secretion in mammals

TTSS: a needle

Kubori et al. Science 1998,280,602
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Size of the needle

¢ Internal diameter:
—2to3nm

« How proteins travel

— unfolded ?
— de-folded ?
T « chaperone ?
30 nm
1

Kimbrough & Miller PNAS 2000,97:11008

Flagelle et SSTT

Hili-Basal Bady Hesdis Complax
Complex .

Macnab Annu Rev Microbiol 2003.57:77_
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Two models for secretion
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Two models for translocation

Hypothesis 1 Hypothesis 2

Deployment
before contact

Deployment
after contact

INJECTISOME

Cornelis J Bac 1998,180,5495 25

Translocation of YopE-gfp

Jacobi et al. Mol Microbiol 1998,30,865

P.aeruginosa’s TTSS
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P.aeruginosa’s TTSS

Target cell

- ExoT
ExoS M~ (RDP ribosyltransférase,
(ADP ribosylanstérase, activité GAP)

ExoU -}t~

(PLAZ)

- ExoY
(adeénylate cyclase)

Bacterial
membranes
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exsCBA

pud ExoT SpéS;r ExoS
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Les toxines de P.aeruginosa

 —p

ExoT : n° de géne 63

458 AA, 53 kDa

Activités : GTPase Activating Protein
ADP-ribosyl tranferase

% AL
Orf1(PA3842) : Ex0S: n° de géne 5009
n° de géne 5011 454 AA, 49 kDa
116 AA, 13 kDa
Activités : GTPase Activating Protein
ADP-ribosyl tranferase

SpcU: idem ExoY : n°de géne 2853

137 AA, 15 kDa 379 acides aminés, 42 kDa
Activités : adénylate cyclase

ExoU : non présente dans PAOL
687 AA, 72 kDa

la plus puissante

Activité : PLA,
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Induction in vitro du SSTT
Construction d’un mutant KO pour le SSTT
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= | asouche CHA posséde un systéme de sécrétion de type 111 fonctionnel
in vitro
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Minimal size for secretion

Minimal domain for ExoS secretion

MRP14 : Myeloid related protein 14

ExoS N- Reporter protein Strain CHA AOS
ter Vector PES17MRP14  PES54MRP14
EGTA/MgCI, -+ -+
-—
opr — = - Ex0S17MRP14
Eigg - - o - = [eg— PopD _ — &
o= ==~ 8888
- - - . —_ Accumulation in the
- - - cytoplasm
|
WB on cell lysat
MRP14 antibody
54 first AA of ExoS
Quénée et al. in press. 31 Quénée et al. in press. 32
Minimal domain for ExoS secretion . . .
, _ Proteins secretion hierarchy
Secretion Production
54AA 17 AA 54AA 17 AA
Luciferase - - +++  +++
(\A4 +++ + nd nd
CDO (xylE) +++ + +++ +
MRP14 +++ - +++ -+

Secretion and production depend on the minimal domain
and depend on reporter genes used

Quénée et al. in press.
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ExoS-XylE

Quénée et al. in press. 34

Domaines fonctionnels de ExoS

A T GAr \ADPRT
&i ] [
ExoS
B 454 AA

A : acides aminés 1 a 9, nécessaire a la sécrétion/translocation.

B : acides aminés 1 & 54, domaine optimal de sécrétion/translocation

C : acides aminés 17 a 54, domaine de fixation de la chaperonne.

D : acides aminés 54 a 90, signal de rétention (pcrH ?)

GAP : domaine GTPase Activating Protein, acides aminés 90 a 234.

ADPRT : domaine ADP-Ribosyl Transférase, acides aminés 235 a 454.
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Cytotoxicity assay
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Le régulon SSTT
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Phénotypes observés du SSTT

« |l existe trois états potentiels de ExsA

—état 1 : pas d'induction possible
— état 2 : le systéeme est inductible
— état 3 : le systéme est induit et peut sécreter

' = —
@
Invivo : In vitro :
Contact with Calcium
target cell depletion
37 38
Modélisation du ST3 Modélisation du ST3
- Deux couples de paramétres fonctionnels
et compatibles avec le systeme biologique
u) P | B = - Deux états stables, possibles pour le systéme
e
: T 4 : ]+ T v seuilY SSTT Non Inductible SSTT Inductible
A i
1= T
: : T
0 1 2 seuilX
Evolution du Systéme Augmentation transitoire de X ?
Guespin-Michel et al. Acta BioTheor in press 39 GuesEin-MicheI et al. Acta BioTheor in press 40
Modélisation du ST3 Le plasmide pExsA Inductible
ci —
r':
= _ - exsA B laclq
S, .,
Ci - —
| ptag
| |
— . .
S C, pexsAind
-

S S5..  O5.. -
0 1 2

Guespin-Michel et al. Acta BioTheor in press
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Systeme d’expression inductible

/—\

Terminateur

Répresseur

[
Terminateur

Surexpression

Contréle de la surexpression d’ExsA

Pulse d'ExsA et sécrétion en déplétion calcique

PAO PAONCyto  CHA CHA ExsA-

CHA NCyto pexsAind ExsA- pexsAind
N N - + N R + + Pulse d'IPTG
orion +  IPTG durantla
DC
67
_—ExoT

== = =

ExoS

=> L'augmentation transitoire d'ExsA dans la souche PAONC la rend inductible
en déplétion calcique <> Passage d'un état a 'autre du systéme.
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. Chaperone alignment
P.aeruginosa TTSS chaperone P g
Bl B2
SicP  (1)-EQAHQDFIANFGEKLGLPLTFDDNNQELEL NFTSH
—[1 >< > SigE  (1)----MESLLNRLYDALGLDAPED--EPLLI 1 QUYFNES-D-H
ExoU : Phospholipase “on Se G el e et
’ SpcU : Chaperone 0¥f1 (1)MNPLYRAAIHQLFLALDLPTPNDEESVLSLQW- -G -PHLCHLAEHPTDH
15 kDa, pl : 4.4 BS
(Frank D etal, J.Bact 1998) onn e BLH
ISGAQSLLLALRI
SpcU bind ExoU in the N-terminal domain of the toxin By tg'ﬂtgi
SpcU may function by keeping ExoU from aggregation in the cytoplasm . *
Absence of SpcU only reduce ExoU secretion BRI | =0 I M I
CesT(105) TPEKLENENEVVVKSMENLYLVLHNQG I TLENEHMK I EE 1 SSSDNKHYYAGR
SycE(100)N-NSLYTQLEMLVQGAERLQTS:! -
What about Orfl 2 Orfl (98)-RAQIHHQLEQLVAAAEELR--
< e Chaperone may form dimer
Orf1(PA3842) : ExoS: n° de géne 5009
n°degéne5011 454 AA, 49 kDa Interaction with the N-terminal
13kDa, pl: 5.0 domain of type Il toxins
47 Strebbins & Galan, Nature 2003 48




Role of Orfl

The absence of Orfl decrease ExoS and ExoT secretion

« Fusion protein ExoS 230AA-V5-6His as production reporter

N CHAWt  CHAAO
Vector PES230V5His
EGTAMgCI, S+ -+
P S N secretion
.
ES:; e s = accumulation of the non
° - secreted protein
—_ -—
ES230V5His

The absence of Orfl decrease
P the secretion of the fusion
protein but not its production

l
(
]

WB on cell lysat V5
antibody

49

Interaction of ExoS and Orfl

[ Exos2zo [l |

e V5 6His

CHA WT pES230V5His
Grown in calcium depletion
Lysis of the bacteria

l

Purification on Nickel affinity column

l

MALDI-TOF analysis of the purified complex

Niz_@

MALDI-TOF Analysis

PM(kDa) 1

ExoT
45| = F— ExoS

30| - #—— EX0S
230V5H
21 is

U] - s — Orf1

1: Elution fraction MALDI-TOFanalysis have been realized in Laboratoire de

Chimie des Protéines de J.Garin, DBMS, CEA Grenoble, 38054
Grenoble.

Orfl bind the ExoT toxin and the ExoS toxin
within the 230 first amino acids

Orfl = SpcS (Specific Pseudomonas chaperone of EX0S) rrankow
J.Bact 1998, 180:6224-31
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What we know now

SpcS allows an optimal secretion

The 54 first amino acids are necessary for the optimal
secretion/production

The 17 first amino acids are not sufficient for the optimal
secretion/production

SpcS bind ExoS on the N-terminal domain

Between amino acids 17 and 54 ?

Interaction domain of SpcS and ExoS

CHAAOS
SpcS tagV5His
ES-MRP14 e
> Co-purification on

Strain 17 54 Nj2+

EGTAMgCl, - + - + w

WB Detection MRP14
and V5

ed N
i
ki

Co-detection = interaction
wB
MRP14

WB V5

53

Interaction domain of SpcS and ExoS

CHAAOS
SpcS tagV5His Co-détection SpcS/ES
ES-MRP14 17and 54
Elution
17 54 non secreted
secreted
WB V5
= Spes MRP14 mask the
secretion signal ?
WB MRP14 Is an other protein needed
= Exos - for secretion ?




CysB is an other member of the secretion complex CHAACysB and CHAAOACysB
wr sk AC aoAc DR
DR

2000 pb = | - — CysB invalidation

1500pb == _ _ = A production/secretion
Southern blot CysB probe
CysB : transcriptionnal factor (Toussaint B et al, Mol Micro 1997) Double mutation
SpcS/CysB
Strain WT AO AC AOAC
+ EGTA/MgCI, R R R = W secretion
algD L .
‘ = biofilm formation - 2 production
Exos = . — e
L . L }— CysB :
Is CysB participating in the switch off of cytotoxicity phenotype 5230V - )
to biofilm formation ? SHis negative regulator ?
— e
WB with V5
antibody
55 56
Role of CysB

TTSS activation in CHAACysB

—E@

pC +

exs C B A

pC—‘ GFP

Transcriptionnal fusion

% relative fluorescence

» -:‘:l]
B i

EGTA/MgCI, - + R +
CHA WT pCGFP CHA ACysB pCGFP

a
o S
L

57

&

pC

+ algD

- (Bos)
D

= biofilm formation
positive regulator

= secretion/production
negative regulator

l

= pC activity negative
regulator

=)

Régulation par les produits sécrétés

B regh e seomton chasrsicioses. B Low T, sacretion chasnsl apen

00 o6y o o
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®-eno fBoenc [ B
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Dasgupta et al. Mol Mic 2004,53: 297 59

La prolifération

Croissance en bio-film
ou
mucoidie

10



Les phases de l'infestation
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Gacesa Microbiology 1998,144:1133 63 Lyczak Microbes Infect 2000,2:1051 64
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Métabolisme anaérobique
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Métabolisme anaérobique
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Invasive < Mucoide Pathogénicité de P.aeruginosa
— o e, e LaeCH « Phase invasive + Phase mucoide
P i ) o — Adhérence — Anaérobiose
‘w e — Cytotoxicité (TTSS) — Non cytotoxique
— Planctonique — Bio-film
P —— — « Infection aigué « Infection chronique
i : o e + Chimio-sensible « Chimio-résistante
— F — P
gy, GO e e —
Hassett et al. Adv Drug Deliv Rev 2002,54:1425 60 70
Autres modeles pathogenes Salmonella spp.
Versatilité du TTSS Comment vivre dans un phagocyte
71 72
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Réplication dans les phagocytes

Holden Traffic 2002,3:161

73

Deux SSTT !

Knodler & Steele-Mortimer Traffic 2003,4:587 74

Détournement de phagosome

Waterman & Holden Cell Microbiol 2003,5:501

75

Yersinia spp.

Comment échapper

a la réponse immune

La stratégie de Yersinia

_E N

Cornélis J Cell Biol 2002,158:401

77

asB, binding fragments

Hamburger et a/ Science 1999,286,291 78
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Inhibition de la phagocytose

Cornélis J Cell Biol 2002,158:401

79

Inhibition de la réponse immune

= @ :
! B — TR
— l
R 7

Cornélis J Cell Biol 2002,158:401

Shigella flexneri

Comment détourner le cytosquelette

pour envahir les cellules de I'hote

81

Phagocytose dirigée

Yoshida & Sasakawa TIM 2003,11:139

IpgD: bulles membrannaires
A ”

Niebuhr et al. EMBO J 2002,19:5069

83

IpgD augmente l'effet des agonistes
de Cdc42 & Rac sur le cytosquelette

GFP-lpgD

Niebuhr et al. EMBO J 2002,19:5069
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Escherichia coli entéropathogéne

La stratégie de 'huitre

85

Le piédestal: I'actine détournée

=
i |

P

Campellone & Leong Curr Opin Microbiol 2003,6:82

Insertion du récepteur Tir

Campellone & Leong Curr Opin Microbiol 2003,6:82 87

Activation de I'actine

-%L - Ir;.I f;\ r|I
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5 *
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v ¥

Campellone & Leong Curr Opin Microbiol 2003,6:82

Les 4 étapes de la pathogénie EPEC

Clarke et al. Clin Microbiol Rev 2003,16:365 89

Hiérarchisation des toxines

Réle des chaperonnes

15



Les chaperonnes du SSTT: facteurs

anti-agrégants et stabilisants
=0 ] e

@i <o 5\

de <t c®C

“ . /0 . ==
s i=E| Sy

Feldman & Cornélis FEMS Microbiol Lett 2003,219:151

91

Les chaperonnes du SSTT: signal de
hiérarchisation de sécrétion
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Feldman & Cornélis FEMS Microbiol Lett 2003,219:151

Les chaperonnes du SSTT: maintient
des effecteurs non repliés

N ¥ &

Les chaperonnes du SSTT:
régulateurs de I'expression du SSTT

L 1]
- )
l * 1
'3 7 N W g e ® 2
~ & P - T wr W e oY )
ot e, pr—— {?q S — ® e e A
P — T S = o o=
S # o r—
£ a s == -
- —E=]
7 t st -
L e | ——r] o
- ——— | |
Feldman & Cornélis FEMS Microbiol Lett 2003,219:151 93 Feldman & Cornélis FEMS Microbiol Lett 2003,219:151 94

Les chaperonnes du SSTT:
organisation génique

T it Al

Page & Parsot Mol Microbiol 2002,46:1

95

Structure de_; cha__peron__nes et_ effecteurs
ﬁ@@ %@% %@F'ﬁhﬁ:
Mo
AF s
) iﬁ;i L ‘i?"””"'l

Parsot et al. Cur Opin Microbiol 2003,6:7
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Chaperone alignment

B1 B2 p3

SicP  (1)-LQAHQDNNANIGEKLGLPLTFDDNNQCLLLL--DSOIFTSH LN
SigE  (1)----MESLLNRLYDALGLDAPED--EPLLI1D--D-GlI QVYFNES-D-HTILEXC!
LM

CesT  (1)-MSSRSELLLDRFAEKI1GIGS ISFNENRLCSHAIDE I|YY I SUSDA-NDE YMMIY.
SycE  (1)-MYSFEQAITQLFQQLSLSIPDT G HITEHPY-G
Orfl  (1)MNPLYRAAIHQLFLALDLPTPNDEESVILSLOM--G-PHLCHLAEHPTOH-{LLME

B4 BS

SicP (51)MIIPLSPVCGDS IWRQEMY INGELAANN-EGTLAY IDAAETLLL IHAIT|--DLT-
SigE (45)PFXPLP--DDILTLQHFLRLNYTS- AVTIGATADNTALVAL YRLP|--QTS-
CesT (54)VCGKFPTD-NPNFALENLNANLWFA! YLCYESGAQSLLLALRFP}--LDDA
SycE (51)LPS[---LDNNNEK-ETLLSHNIF-S( WNRQPLNNLD-

Orfl (52)RLEG---QGDATASEQNLFSQDPCKP-~ LWNRQPJ QLLD-

*
SicP(102)NTYHEISQLESFVNQQEALKN I LQ-EYAKV.
SigE (90)TEEEALTGFELFNSNVKQLKEHYA------
CesT(105) TPEKLENENEVWVKSMENLYLVLHNQG I TLENE
SycE(100)N-NSLYTQLEMLVQGAERLQTSSL ISPPRSFS-
Orfl (98)-RAQIHHQLEQLVAAAEELR

Chaperon form dimers

Interaction with the N-terminal
domain of type Ill toxins

| take my chaperon to the play —
She thinks she’s taking me.

From The chaperon
by Henry Cuyler Bunner

(1855 — 1896)

Strebbins & Galan, Nature 2003 97 98
Carcinogénése bactério-induite: :
i : Conclusion
Agrobacterium tumefaciens
¢ Chaque bactérie a développé sa propre
stratégie en fonction de ses hétes
* La pathogénicité est en grande partie liée a
I’hdte lui méme
« Les mémes stratégies sont développées
— Que I'hbte soit animal ou
— Que I'hbte soit végétal
Duckely & Hohn FEMS Microbiol Lett 2003,223:1 99 100
GREPI
Prof. F.Morel
Biotechnology group
Prof. B.Polack
« Bacterial vectors « Protein vectors
B.Polack, L.Quénée, D.Filopon, B.Toussaint, JL.Lenormand,
O.Epaulard, M.Bonnet, D.Lamotte, B.Marques, L.Crombez
B.Toussaint, DK.Shen .
X N — Proteo-liposomes
— P.aeruginosa optimization . JLL BM
i BP.’ .LQ’ DF. MB, DL, DKS — Protein chariots
— Dendritic cells . BT.LC
. BT, OE '
* Lentiviral vectors
G.Pernod, F.Solly, A.Michoud,
N.Bolle
101
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