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Vie bactérienne a la surface des muqueuses:
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Mécanismes de survie des pathogenes

Survie a la surface d'un épithélium = faire face aux:
Mécanismes de défense de surface (constitutifs / induits)
Mécanismes de défense recrutés (cellules inflammatoires = PNN)

Mécanismes de survie:
Furtivité, échappement a la perception

Survie aux mécanismes / molécules de défense

Survie au sein des cellules phagocytaires (manipulation
des compartiments endosomaux / autophagie

(Survivre dans ou éviter le "couloir de la mort")

Manipulation de la réponse innée / inflammatoire

Manipulation de la réponse adaptative ?



Furtivite / échappement a la reconnaissance par les
"Pattern Recognition Receptors” (PRR)

Exemples de stratégies:

Modifications biochimiques de I'endotoxine du LPS
Modifications de la flagelline

Modifications du peptidoglycane
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“PATHOGEN RECOGNITION RECEPTORS (PRRs)” & PAMPs

Acide lipoteichoique (LTA)
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Reconnaissance du Lipopolysaccharide (LPS) par TLR4

Acyl-oxy-acy
bounds

TLR4

Lipide A « classique » d’E. coli LPS-LBP
complexes

Eléments assurant le niveau
d’endotoxicité du lipide A

Le lipide A des BG- anaérobies commensaux
(Bacteroidetes) sont tetra/pentacylés, donc
faiblement agonistes, voire antagonistes sur
TLR4, contrairement au lipide A hexacylé des
BG - aéro-anaérobies commensaux et
pathogenes (Munford RS & Varley AW. 2006.
PLoS Path., 2:e67).



Porphyromonas gingivalis
Espéce Gram - retrouvée dans la flore associée a la piorrhée alvéolo-dentaire.
Produit 12 variétés de lipides A (Reife RA et coll. 2006. Cell.Microbiol., 8:857-868)
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spectro.) montrant  des
difféerences caractéristiques
dans le degré d’acylation et
de phosphorylation

du résidu glucosamine

Possibilité de moduler la réponse
immunitaire en modifiant le lipide A.
Stratégie d’infection chronique ?
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Peptidoglycan deacetylases o D-is -:-glutamn: acid
Peptidoglycan modification, specifically N -deacetylation, is a highly efficient strategy 3 L|y5
used by pathogenic bacteria to evade innate host defenses. For example, de- N - 4 [:! A

-Ala

acetylation of peptidoglycan GIcNAc confers resistance to lysozyme, an exogenous
muramidase, upon several bacterial species, such as S. pneumoniae , Bacillus cereus

Peptidoglycan N-deacetylation occurs at N-finked acetyl groups of GIcNA or
, L. monocytogenes , Lactococcus lactis and Helicobacter pylori . gy y bl grup

MurNAc(oloured in red)
The recent sequencing of the B. cereus and B. anthracis genomes revealed in each a

multiplicity of putative polysaccharide deacetylases. Six of these genes have been
proposed to encode for putative peptidoglycan N -acetylglucosamine deacetylases in
B. cereus and have almost identical amino acid sequence with the corresponding
ones from B. anthracis implying similar functional roles of these proteins in the two
bacteria.
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Survie aux molécules et cellules bactéricides

Survie aux molécules de la défense épithéliale
Peptides antimicrobiens (PAM)
ROS /NO

Survie a I'invasion tissulaire
- Survie en présence du complément
- Survie en présence des phagocytes recrutés
Phagocytose: capsule
ROS et NO/NOS
Peptides anti-microbiens
NETs



Peptides antimicrobiens

Cryptes (intestin grele)

i

i

, ¢ o-défensine 5 (c. Paneth)
e = - .
= PN VS ¢ a-défensine 6 (c. Paneth)
— e AN
o Y = TS &) SO\
° = S !l
a2 = o
o% '6*3 =N <
.5 EA‘?;? a O f
= = = °
NS 7>

] __ a-defensine 1

22N Villosités grele & colon
S §;§? B\ Senen ¢ p-défensine 1 (c. épithéliale)

\\\s‘ = o % = ¢ -défensine 2 (c. épithéliale)

&Q‘b -*:‘5—-"" o Ooﬁ!' - . o T
@ ,/% o Sl ¢ p-défensine 3 (c. épithéliale)

= RN HOOSOROBOCE

= SWAR V-

5= 2 R S

= b e

=8 SN

== === §§ = p-defensin 3

=3 ] o a ey o R
5 g0e0 =5 ¢ cathelicidine LL-37 (c. épithéliale)

Y, sk 2 o ;

o
0y
%

Ganz, 2003
Fernandez et al., J.Immunol., 2008
Spérandio et al., J.Exp.Med., 2008



Mécanismes de résistance aux peptides
antimicrobiens:

Nizet V. 2010. Curr. Issues Mol. Biol., 8:11-26

Les bactéries difféerent dans leur sensibilité
intrinséque aux peptides antimicrobiens et la

résistance relative de certaines bactéries pathogéenes
a ces peptides antimicrobiens est maintenant

reconnue comme un trait de virulence bona fide.

La preuve de la pertinence de ces mécanismes a éeté
apportée dans de nombreux cas dans des modeles
experimentaux



Principaux mécanismes de résistance des bactéries

aux peptides antimicrobiens
(Radek K & Gallo R. 2{]03 Semin. Immunopathol.,29:27-43)
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ROS / NOS

NAD(P)H oxidase Peuvent former des anions

Cyclooxygénase (COX) orm _ , ‘
Xanthine oxidase (XO) > —) supferox!de a partir de I'oxygene
moléculaire (02):

Nitric oxide synthase (NOS) - ) _
_ especes moléculaires
TRES réactives

Infection / Inflammation HOCI
Ischemia/Reperfusion Acide hypochloreux
Diabetes Glutathion-peroxydase MPO
Angiotensin | Catalase
Obesity H,O = H,0, == «OH"
\1. Peroxyde Ad’hydrogéne Radical hydroxyle
NAD(P)H oxidase, ts ob
X0, COX, NOS
2 *0y°
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+ —- ONOO"
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NOS Oxyde nitrique




Détoxification des radicaux superoxydes par
les bactéries aérobies et aéro-anaérobies
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Mécanismes bactéricides du NO

Liaison au fer ou aux groupes thiol sur les protéines (nitrosylation)

avec pour effet I'inactivation de certains enzymes:

Replication de ’ADN

Cycle de Krebs (Richardson AR et coll. 2011. Cell Host Microbe)

NO induit des auxotrophies Lysine (K) et Méthionine (M) chez
Salmonella...Les auxotrophies M & K sont le résultat d'une carence en
Succinyl-CoA due a l'inhibition par nitrosylation de LpdA et d’autres
enzymes du cycle de Krebs

Réaction avec les radicaux superoxide (O,) pour former du peroxynitrite
(OONO), un puissant oxidant catalysant la peroxidation des lipides
Membranaires et la formation de nitrotyrosines dans les protéines
(Freeman B. 1994. Chest.

Réaction avec I'O2 pour former des espéces toxiques comme NO2,
N203

Ces mécanismes peuvent étre déléteres pour les bactéries, comme pour
I’'h6te (McMullin et coll. 2005. Resp. Care)



Méecanismes de détoxification du NO par les bactéries

Principal mécanisme (le mieux caractérisé). détoxification par
les flavohémoglobines (Hmp) qui ont des propriétés similaires
aux hémoglobines des érythrocytes en association avec les
réductases a flavine de la methémoglobine.

Hmp = N-terminal domain intégrant un site de liaison de I'heme et
un domaine réductase a flavine. En présence d’'oxygene Hmp
réduit le NO en NO- (NO réductase) qui, en présence d'0O2 forme

un anion nitrate (NO3-) atoxique (Hausladen A et coll. 2001. PNAS, Pool
RK et coll. 2000. Mol.Microbiol.)

Chez Neisseria meningitidis qui doit survivre dans I'atmosphere
riche en NO du nasopharynx, le gene norB code pour une quinol
oxidase reductrice du NO (NorB, gNOR) qui dénitrifie le NO en

conditions microaérophiles et y confere ainsi une résistance
(Anjum MF et coll. 2002. J. Bacteriol., Stevanin TM et al. 2005. Infect.Immun.)



Evasion du complément et de la phagocytose

Streptococcus pneumoniae
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Evasion de l'activité bactériolytique et
opsonisante du complément
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Evasion de l'activité bactériolytique et
opsonisante du complément

Mécanismes passifs:

- Capsules polyosidiques (empéchent I'association des
composants initiaux de la cascade et les processus d’activation)

- Surface de la paroi des bactéries a Gram positif (prévient la lyse
de la membrane cytoplasmique par le complexe d'attaque
membranaire = MAC)

Mécanismes actifs:

- Recrutement a la surface bactérienne de facteurs régulateurs
négatifs de I'activation du complément = RCA (mécanisme le plus
fréquent de résistance au complément; E. coli, Borrelia,
Streptococcus). Ex: Recrutement du Facteur H (inhibiteur de Ia
C3-convertase) par la protéine M deStreptococcus pyogenes.
-Dégradation enzymatique de C3 (Staphylokinase de S. aureus)
et C3b (Elastase de P. aeruginosa)



Champion toutes catégories de I'évasion au complément:

Staphylococcus aureus
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Neutrophil Extracellular Traps
Kill Bacteria

Volker Brinkmann,” Ulrike Relchard,'® Christian Goosmann,'”
Beatrix Fauler," Yvonne Uhlemann,” David 5. Weiss,”
Yvette Welnrauch,” Arture Zychlinsky™*

Histone 2A

Shigella
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NET au cours d’'une pneumonie

Deux enzymes du polynucléaire
neutrophile entrent dans le noyau et
Sont nécessaire au processus de

« netose » libérant ’ADN dans le
milieu extra-cellulaire:

Elastase (NE) dégradant les histones
et libérant la chromatins

Modéle d’infection pulmonaire de
la souris par Klebsiella pneumoniae

Papayannopoulos V et coll. 2010. J. Cell Biol.
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Beiter et al., 2006, Curr.Biol.



Manipulation directe du systeme immunitaire inné

Brutale: induction de la mort cellulaire

Subtile: subversion des signaux
Régulation par les bactéries extracellulaires: destruction

des cytokines et des chimiokines

Régulation par les bactéries intracellulaires ou injectant des
Effecteurs dans les cellules

Modifications post-traductionnelles de molécules impliquées
dans la signalisation

des défenses innées



Types de mort cellulaire induits par les pathogenes
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Ashida H et coll. 2011. J. Cell Biol.



Manipulation de la voie mitochondriale de mort cellulaire par
les bactéries pathogenes intracellulaires asnica H et coll. 2011. J. el Biol

Banga et coll. 2007.PNAS Pirbhai MF et coll.2006. J. Biol. Chem.
SidF de L.pneumophila (T4SS) lie CPAF de Chlamydia protéolyse les protéines BH-3only
BNIP3 & Bcl-rambo (proapoptotiques) (protéines proapoptotiques;Bim, Puma, Bad)



Manipulation des voies pro-apoptotiques et anti-apoptotiques par
les bactéries pathogenes intracellulaires Ashida H et coll. 2011. J. Cell Biol.

. I Shigella / Salmonella
M. tuberculosis Pandaries C et coll. 2006. EMBO J.
Loeueillet C et coll. 2006. J. Immunol. Knodler LA et coll. 2005. J. Biol. Chem.

Velmurugan K et coll. 2007. PLoS Pathog. Carneiro L et coll. 2009. Cell Host& Microbe
Miller JL et coll. 2010. PLoS Pathog. Jones RM et coll. 2008. Cell Host & Microbe
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Martinon F, Burns K, Tschopp J. 2002. Mol. Cell

Fink S & Cookson B. 2005. Infect. Immun.
Bergsbaken T et coll. 2009. Nat. Microbiol. Rev.
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NLR : « chiens de garde » intracellulaires
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Manipulation de l'activation de I'inflammasome par les

bactéries pathogenes: un theme d’avenir
Ashida H et coll. 2011. J. Cell Biol.
s u'l'l:lfs'r.-u

FAMPg, DAMPE dsDMA

&>

* F. Fulgopnss

. IL-1f, IL-18 Acirealsd Torsrsa =18, iL-18
F. tularensis sl e b A

Active inflammasome via AIM2

aprés autolyse dans le cytosol. M. tuberculosis Y. pseudotuberculosis

: Zn métalloprotéase Zmp1 YopK (TTSS) interfére avec
Bloque par MivN y R ATTC
Jones JW. Et coll. 2010. PNAS bloque I'inflammasome activation inflammasome
Fernandes-Alnemri T. 2010. Master SS et coll. 2008.  Bodsky IE et coll. 2010.Cell Host & M.

Nat. Immunol. Cell Host & Microbe Dewoody et coll. 2011. Mol. Micro.



Streptococcus pyogenes A

Enzymes extracellulaires

Hyaluronidases Staphyloco
Streptokinases et Staphylokinases &%
Collagénases

Neuraminidases

slgA protéases

Echappement aux Polynucléaires neutrophiles

Enzyme de clivage de I'lL-8: ScpC
S.pyogenes A, fasciite nécrosante
IL-8 = CXC chimiokine (PNN)
(Hidalgo-Grass et al., 2006, EMBO J.)

DNAses
S.pyogenes, S.aureus,S.pneumoniae..
Fonction 7?7



Programmation inflammatoire d’'une cellule épithéliale par une
bactérie pathogene

'

by AR DA Mg

ey L

Nod1 apical staining in TC7 epithelial cells

MEK (confirmed in vivo)
‘ Kufer et al., Cell.Microbiol., 2008
merge RFP-Nod1 GFP-NEMO
MAPK HP! 2

\[ p38 | [ UNK ][Erk1/2]J

Colocalization of Nod1 and IKKy (NEMO)

édiateurs de I'inflammation: INOS, Cox2
lolecules d’adhésion: VCAM, ICAM, E-Selectir
ytokines/chimiokines: IL-6, IL-8, TNFa, MCP-:
[IP-1a,, CCL20, ...
>eptides antimicrobiens etc...

Nucleosome
Heterochromatin

Pédron et al., J.Biol.Chem., 2002



Modifications post-traductionnelles induites
par les bactéries pathogenes

Phosphorylation (X = Ser, Tyr, Thr) / Eliminylation (X = Thr)

kinase phospholyase

phosphate

-AL'-—L-

phosphatase

AMPylation (X = Tyr, Thr)

AMPyIator AMP
ATP

AMP hydrolase

ADP-ribosylation (X = Arg, Cys, Asn)

ADP-ribosyltransferase

ADP-ribose
X NAD nicotinamide X
D) ————)
- / e Sy
ADP-ribose H,0
ADP-ribosylhydrolase
Deamidation / Polyamination
deamidase polyamine transferase

polyamine

Acetylation (X = Lys, Ser, Thr)

acetyltransferase
aceltate
X acetyl-coA coA X

ED) ———— D)

acetate H,0
deacetylase

Glucosylation (X = Thr, Ser)

glucosyltransferase glucose

- 1
X UDP-glucose UDP X

ED—==

glucose H,O

glucosylhydrolase

Ubiquitylation / UBL conjugation (X = Lys)

Ubi/UBL conjugation machinery UbnlUBL
UbI/UBL + ATP AMP+PP,

>
-< D

Ubi/U BL HZO
Ubi/UBL protease
Proteolysis
protease

HZ
@) ——s-@r] + D)

Ribet D & Cossart P. 2010. FEBS Letters



Cascades de |'ubiquitination

ADP + Pi

@~o.~d‘

Mono/MultiUb PolyUb PO'VUb Branched
l K11,29,63 POTJb
Endocytosis Endocytosis Proteasome E3 ligase regulation
DNA repair DNA remlr degradation
Trafficking NFkB activation

Perrett CA et coll. 2011. Front. Microbiol.



Expression / regu

lation / function of type lll effectors

| | before secretion after TTSS activation
(target cell recognition)
VirB MxIiE
-
_ _ . . 4 )
ipaA, ipaB, ipaC, ipaD, ospB ospD3, ospE1/2
ipgB1, ipgD, icsB, 0spF 0spG ’ ’
DS,DCE:’SM ID'SF'GT i D
: paH1/2, ipaH4,
| o%PD1 ospb2 VIFA ) jpaH7, ipaH9.8
v
INVASION Modulation of INNATE RESPONSES
| %D: ghﬂsphatidyl-inﬂsiml hosphatase, hydml‘,éses Pin 4 in Pi
lpaB, IpaC, Ipah, & )P2 (Niebuhr et al, 2002, Pendaries et al, 2006 EMBO J.).

lpgB1,VirA, lpgD

OTHER PHENOTYPES

lcsB: inhibion or autophagy
(Ogawa et al., 2005, Science)

VirA: inhibition of microtubules,
facilitates actin-based motility
(Yoshida et al., 2006, Science)

Anti-inflammatory +++ (Puhar et al., in preparation).

OspG: kinase,binds/blocks ubiquitin transfer protein E2,
protects [-kB from degradation. Anti-inflammatory +++ (Kim et
al., 2005, PNAS).

OspF: dephosphorylation of Erk1/2, epigenetic regulation of
pro-inflammatory genes - i.e. |L-8. Regulates transmigration

of PMNs through epithelium (Arbibe et al., 2007, Nat.Immunol.).
Phosphothreonine lyase (Li et al., 2007, Science).

IpaHs: (5 + 5 chromosomal copies): New family of Ubiguitin
ligases (E3) (Rohde et al., 2007, Cell Host & Microbes)
IpaH9.8 targets NEMO (Ashida et al., 2010, Nat.Cell Biol.)



Nucleosome
Heterochromatin

Decreased induction of
innate immunity gene

Substrate

E3 ligase / SCFFTCP (Ring) Complex
E2* = Ubiquitin conjugating enzyme,
particularly UbcH5 and close isoforms

Kim et al., 2005, PNAS




Cell Host & Microbe

Type lll Secretion Effectors of the IpaH
Family Are E3 Ubiquitin Ligases

John A. Rohde,"~ Ashton Breitkreutz,” Alexandre Chenal,*~ Philippe J. Sansonetti,’ and Claude Parsat’~*
TUrité de Pathagénms Misrobienne Mokdsulaine, Institut Pastewr, 28 rue du Dr. Roux, F-75724 Paris, Cédex 15, France

“Urité INSERM UTAE, 28 rue du Dr. Aoux, F-T5724 Paris, Cédex 15, Franca

*Taipuel Lurenfek] Respand Inetibota, Mourt Sinai Hospital, Toroata MSGE 165, Carsda

*Urité Biochirmie des nbaractions Macromoldsulaires, nstitut Pastaur, 28 ree du Or. Poux, F-T5724 Paris, Cédex 15, France
“Uritd CHAS URAZ1AS, 28 ruse du Dr. Rousx, F-T5724 Paris, Cédex 15, France

‘Cormesgsandence: cparsotfipastaur. fr

GOl 10101 6A.charm. 200702002

IpaH-CTD Salmonella SopA

HECT domain

Singer et al., Nat.Struct.Biol., 2008



IpaH(s) = 10 (Shigella)
Ubiquitination/destruction of
Ste7(MEK1) in S.cerevisiae

LELLLELE L] 1

LELLLLEL L] —u

SspH1 (Salmonella)
Ubiquitination of Ser/Thr
Kinase PKN1in the nucleus

R T

LRR

Rohde et al., Cell Host Microbe, 2007

Nucléosome
Hétérochromatine

lpaH(s)

a new family
of E3 ligases

Suppression of expression

Structure of the C-term
domain of IpaH

N-terminal lobe

Middle lobe

C-terminal lobe

of innate immunity genes

Singer et al., Nat.Struct.Biol., 2008




Shigella: maitre de la manipulation de l'ubiquitination

o ——
Proteasome \ (#

Kim DW et coll. 2005. PNAS
Okuda J. 2005. BBRC
Ashida H et coll. 2010. Nat. Cell Biol.
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An injected bacterial effector targets chromatin access
for transcription factor NF-kB to alter transcription of
host genes involved in immune responses
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of bacterial toxins
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« Gene-gating » model:
Actively transcribed genes
co-localize at shared
transcription sites
correspondig to
euchromatin zones,
whereas repressed genes
are recruited in
heterochromatin regions
(Cramer et Cramer, 2001)

Nucleosome
Heterochromatin

Suppression of expression

Arbibe et al., Nat.Immunol., 2007

of innate immunity genes

OspF

CH3 CH3
| OspF |
CHOB) — CH
| I
~NH-CH-C-NH- —NH-CH-CHJ-NH—
[
0 0

OspF  irreversibly  removes
phosphate groups from

phosphothreonine residues in
the activation loop of MAPKs
(p38, Erk1/2).

OspF initiates p-elimination
reaction to cleave the C-OP
bond, resulting in creation of a
C=C bond between the Ca and
Cp in the phosphothreonine
residue.

Zhu et al., Mol.Cell, 2007



Shigella TTSS

Host cell membrane

Cytoplasm
Nod1 Nod1
' MAPK @ 1
NF-kB © OspF
1 _____hlf-ll:E
v O OspF P
Nucleus Erk1/2 1
MAF‘H MAPK
p38 P
selective histone H3 selective impairment of
phosphorylation histone H3 phosphorylation
H3 tails RS- §
= K9 Met _ K= Met M -
s | sie@ I S0P C510-
K 144858 K14-4g K14-8e  K14-Ag K14-8g K14-7
F'HE-ﬂi — > _J_r,- - __,,-f"
Histone code translation: « masked »
« unmasked » NF-kB binding site
\__NF-kB hinding site R " Y,

ospF mutant WT strain




Xenotransplantation of human fetal
. . . . Collaboration with Samuel Stanley
mtestme subcutaneously in SCID mice |,.q:ington university, St Louis)
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follicle-associated epithelium

Suppression of humoral defense mechanisms

AMPs

ufacilitated

.Lranﬁlucatiﬂn}:

lcsA £
Aa
lyse vacuole

@

motilité/passage
| ‘ cellule-cellule

L . cellules épithéliales
IL-8 % macropinocytose

: CCL-20"% baso-latérale (TTSS)

I *. | Suppression of danger signaling

* 5 =

Suppression of cellular defense mechanisms

- activation of caspase-1
-pyroptosis = pro-

inflammatory apoptosis
- release nfn{L-'l fetiL-18 .

Arbibe et al. Nat. Immunol., 2007
Sperandio et al., J. Exp. Med., 2008
Puhar et al., in preparation




Salmonella




Yersinia




Le Yin & Yang de I'immunité innée

Non-PAMP activators
of innate immunity .
LBP ‘ﬁps .

(bona fide virulence factors)
CD14 " JTLR4
(OMD2

Hemolysms‘

Inflammasome

ASC NLRP3

Invasins PAMP activators

of innate immunity

Adhesms

.o Small
GTPas

Ceramldes

ProinflammatoryT
Cytokines/chemokines

Caspavse-1
=l mme )
y
ApoptOSIS Caspase-1

Proteasome

< Cellular< { CxtochromeC Proinflammatory ger
targets Apaf-1
Caspase-9

v
Caspase-3

Proinflammatory l

Cytokines/chemokines
YopH

phagocytosis

Capsule o

Decrease in PAMP agonistic activity




Physiological Pathogen Pathological

Inflammation Subversion of Inflammation Inflammation
Toxins,
Effectors (TTSS/TFSS)
Delivery @ @ @
® ©1Rs ° TLRs
&:l.o ® NLRs “‘l'
A i,
) J°

Pro-inflammatory Q.' PMN %%

chemokines/cytokines

DC \%[%)

TGF-p
\(\ IL-10

@@@/

Pro-inflammatory
chemokmesl

Apoptosis

Sansonetti & DiSanto, 2007, Immunity



