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Résumeé

Résumé

Selon I’Organisation mondiale de la santé, Pseudomonas aeruginosa (PA) résistant aux
carbapénémes est une cible prioritaire pour la production de nouveaux antibiotiques. Ainsi,
comprendre les mécanismes sous-jacents de I’infection de ces bactéries résistantes permettra
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. La perte de la porine OprD, principal
déterminant de la résistance aux carbapéneémes, antibiotiques de dernier recours, est décrite
comme améliorant le fitness in vivo et la virulence bactérienne. Le séquengage a transposons a
haut débit permet d'identifier des genes essentiels (GE) pouvant s'avérer étre des cibles
thérapeutiques. Cette stratégie n’a pas encore été¢ utilisée pour PA OprD mutant. Dans cette
étude, nous avons identifié les GE spécifiques de PA14 OprD mutant pour la croissance en
milieu LB, mis en évidence le géne panC codant la pantothénate synthétase comme cible
thérapeutique prometteuse, et établi une liste de 30 GE de PA14 OprD mutant. Par CRISPR,
nous avons confirmé que l'inactivation de panC réduisait la croissance en LB, 1'expression de
sigX, dont la surexpression est associée a la fluidité membranaire, et l'expression de geénes
impliqués dans la synthése des acides gras (SAG). En considérant la « faiblesse » de PA14
OprD mutant due a une altération de la membrane consécutive a une diminution de SAG
insaturés en l'absence de panC, nous avons montré que l'inactivation de panC augmentait le
temps d’obtention de la mort des cellules bronchiques 16HBE. Ceci met en évidence le potentiel
d’anti-virulence de I’inhibition de panC et sa pertinence en tant que cible pour le traitement des

infections pulmonaires au PA OprD mutant résistant aux carbapéneémes.

Mots clés :  Pseudomonas aeruginosa, Epithélium des voies aériennes, Infection, Résistance aux

antibiotiques, OprD




Abstract

Abstract

For the World Health Organization, carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa is a
critical priority for which new antimicrobial drugs are needed. Consequently, understanding the
underlying mechanisms of resistant bacteria infection will enable the identification of new
therapeutic targets. Loss of the OprD porin is the main determinant of resistance to the last
resort carbapenem antibiotics and has been described to enhance fitness in vivo and virulence.
Transposon sequencing is a high-throughput sequencing technique that makes it possible to
identify essential genes (EGs) that may turn out to be therapeutic targets. However, such a
strategy has not yet been used for OprD-deficient P. aeruginosa. In this study, we identified the
EGs specific to PA14 OprD mutant for LB growth and we established a list of 30 EGs among
these, we highlighted the panC gene encoding pantothenate synthetase as a promising target.
Using CRISPRi, we confirmed that silencing panC reduced LB growth, and decreased sigX
expression, whose overexpression is associated with membrane fluidity, as well as the
expression of genes involved in the fatty acid synthesis (FAS). Taking into account the
weakness of PA14 OprD mutant due to an altered membrane consecutive to a decrease in
unsaturated FAS in the absence of panC, we showed that silencing panC extended the
destruction time of 16HBE airway cells. Overall, our findings highlighted the anti-virulence
potential of panC inhibition and shed new light on its inhibition as a target for treating

carbapenem-resistant OprD-defective PA lung infections.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Airway epithelium, Infection, Antibiotic resistance, OprD
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Introduction

Nous sommes actuellement confrontés a une pénurie de choix thérapeutiques pour
traiter les patients infectés par des bactéries résistantes aux antibiotiques ; en particulier les
bactéries Gram-négatives, telles que Pseudomonas aeruginosa, qui fait notamment partie des 6
bactéries « ESKAPE ». De par leur pathogénicité et leurs résistances, elles sont prioritaires pour
la recherche de nouveaux agents antimicrobiens (1). Selon 'Organisation Mondiale de la Santé,
la résistance aux antibiotiques causera jusqu'a 10 millions de déces par an, en 2050, et P.
aeruginosa résistant aux carbapéneémes est considéré comme une cible prioritaire pour le

développement de nouveaux antibiotiques.

La perte de la porine OprD, qui est le canal d'entrée des carbapénémes, entraine la
résistance de P. aeruginosa a cette classe d'antibiotiques de dernier recours. P. aeruginosa est
un agent pathogéne opportuniste majeur, impliqué dans les infections des voies respiratoires,
chez les patients atteints de mucoviscidose et de bronchopneumonie chronique obstructive,
mais aussi chez les patients hospitalisés en unité de soins intensifs (2). L'épithélium des voies
respiratoires humaines constitue une barriére physique et fonctionnelle prévenant l'infection

pulmonaire par des agents pathogenes (3).

Le cas du mutant OprD a été étudié¢ dans différents contextes dont des modéles de
colonisation gastro-intestinale ou de la rate. Avec ces différents modeles, il a été¢ observé une
augmentation du fitness chez le mutant (4,5). Il a également été démontré qu’il présentait une

virulence augmentée dans un modele murin de pneumonie aigiie (6).

L’objectif de ce travail était de définir la liste de génes essentiels (GE) spécifiques a
PA14 OprD mutant afin de déterminer de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques efficaces

dans le cas de souches résistantes aux carbapénémes.

Pour cela, nous avons utilis¢, d'une part, une approche génomique de type Tn-Seq pour
déterminer les geénes essentiels de P. aeruginosa mutant in vitro. Nous avons ensuite vérifié
biologiquement les GE identifiés par Tn-Seq. L’inhibition du GE (panC) validé a finalement
été testé dans un contexte d’infection afin de déterminer s’il pouvait représenter une cible
thérapeutique pour limiter le potentiel virulent de PA 14 oprD mutant ex vivo. Ce projet s’inscrit
dans un objectif plus large d’identification de nouvelles pistes pour 1’élaboration de nouvelles

cibles pour les thérapies alternatives et de surmonter ainsi la résistance aux antibiotiques.

14
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Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa

Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa

De nos jours, une multitude d’especes de Pseudomonas sont décrites dans la littérature.
La premiére description de Pseudomonas aeruginosa remonte a 1872 par Schroeter qui le
nomme Bacterium aeruginosum (7). Par la suite, ce sera le pharmacien militaire Carle Gessard
qui en fera I’observation via les pansements de soldats, tachés d’un pigment bleu-vert
caractéristique de cette bactérie, la pyocyanine. Il renommera en conséquence cette bactérie en
tant que bacille pyocyanique en 1882 (8). En 1900, Migula lui donnera finalement le nom de
genre Pseudomonas (7). Depuis ces premieres observations, les avancées technologiques ont
permis le regroupement des Pseudomonas sp. qui appartiennent au domaine des Bacteria
(Proteobacteria), phylum des Pseudomonadota, classe des Gammaproteobacteria, ordre des

Pseudomonadales et a la famille des Pseudomonadaceae (9).

A ce jour, plus de 500 espéces ont été référencées sur LPSN (List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature) (10), mais le nombre d’espéces décrites est en constante

augmentation (11).

P. aeruginosa est un bacille droit mesurant de 1-5pum de long et 0,5-1,0um de large (8).
C’est une bactérie a Gram négatif que 1’on retrouve seule ou par paire. Elle est mobile grace a
un flagelle polaire monotriche permettant le swimming et le swarming, et également de
nombreux pili, permettant le twitching, et notamment les pili de type 4 assurant virulence et
mobilité (IVa) et conjugaison (IVb) (12,13). P. aeruginosa ne produit pas de spores et n’est pas

capsulée.
P. aeruginosa est une bactérie aérobie strict, mais il est possible que certaines souches

se multiplient lentement dans un milieu anaérobie en présence de nitrate. La température

optimale de culture est de 37°C, mais P. aeruginosa peut croitre a des températures allant de
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4°C a 42°C. En laboratoire, cette bactérie ne nécessite pas de nutriments particuliers et pousse
rapidement sur des milieux de culture classiques. Elle produit plusieurs pigments solubles tels
que la pyocyanine (bleu-vert), la pyoverdine (jaune-vert) et la pyorubine (brun-rouge) (14) ou

encore la pyomélanine (noir-brun) (15).

<«— Pili e & P

<«— Flagelle a2, >\, Ty

PAO1 ' il X

Figure 1 : Imageries de Pseudomonas aeruginosa

A) P. aeruginosa en microscopie électronique (d’apres Lindhout et al. (16))

B) Coloration de Gram pour P. aeruginosa (x100)

En culture gélosée, les colonies ont un aspect opaque et convexe avec un bord
légérement rugueux et une couleur beige clair. Les pigments produits par P. aeruginosa peuvent
donner une couleur tirant vers le vert a la gélose, d’aspect métallique sur gélose au sang (17).
L’odeur de seringat caractéristique de P. aeruginosa résulte de la 2-aminoacétophénone (18).
Chez les patients atteints de mucoviscidose (cystic fibrosis, CF), on peut retrouver des souches
dites mucoides produisant de I’alginate. Il est également possible d’isoler des variants a petites
colonies (Small Colony Variant) caractérisé€s par une pousse lente (de plus de 48 heures), une
motilité réduite et une résistance accrue aux antibiotiques. Par ailleurs, P. aeruginosa peut
croitre sous forme de biofilm in vitro mais supposément dans les voies aériennes des patients

atteints de CF également (19).

P. aeruginosa posseéde un large et unique chromosome circulaire composé de 5,5 a 7
millions de paires de bases (pb) codant en moyenne pour 6000 génes environ. Parmi ces génes
sont retrouvés de nombreux régulateurs transcriptionnels, transporteurs et systémes de

régulation a deux composants qui conférent a P. aeruginosa une grande diversité métabolique
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et la capacité d’utiliser une large variété de nutriments, et par conséquent, une grande capacité

d’adaptation a divers environnements (20,21).

Une étude réalisée en 2015 comparant les génomes de 17 souches de P. aeruginosa a défini
un core genome de 5233 génes communs a I’ensemble des souches, ce qui représente environ
88% du génome total (22). En 2019, une autre étude réalisée sur 9 souches de P. aeruginosa
rapportait un core genome de 5109 génes communs aux souches (23). Le core genome est trés
riche en geénes en lien avec le métabolisme et les systémes de respiration, mais posseéde
¢galement des genes de résistance aux antibiotiques et 59% des geénes de virulence. En
complément du core genome, il existe des geénes dits « accessoires », généralement acquis
d’autres especes via des phages ou des plasmides et qui sont identifiables par le fait qu’ils ont
généralement un GC% plus faible (+/-61.7%) contrairement aux genes du core genome (+/-

66%) (20,22).

La grande variété¢ de génes au sein des génomes de P. aeruginosa lui permet une
adaptation a tout type d’environnements (24). Cette bactérie est couramment décrite comme
omniprésente dans 1’environnement (24-27) et préférentiellement dans les sols (28), et
notamment les sols agricoles (29) et ceux contaminés aux hydrocarbures (30). On la retrouve
¢galement dans de nombreux types d’étendues d’eau (eau de mer, riviére, lac, eau du robinet,
mais également piscine et piscine d'hydrothérapie (25,31-33)), P. aeruginosa est d’ailleurs
présent au niveau des canalisations (34). P. aeruginosa est un pathogéne des plantes et des
animaux (35,36) comme les nématodes (37), insectes (38), poissons (39), reptiles (40) et divers

mammiferes (41,42).

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste chez les patients présentant des facteurs de
risque (maladie sous-jacente comme la CF ou la broncho-pneumopathie chronique obstructive,
BPCO) (cf Chapitre 2). Compte tenu de son réservoir hydrique, P. aeruginosa est fréquemment
retrouvé dans les services hospitaliers, notamment les zones humides (éviers, siphons, douches,
équipements respiratoires, vases, antiseptiques, matériel de nettoyage, etc. (43)). Ainsi, les

contaminations exogenes se font volontiers a partir de ces réservoirs et de matériel contaminé
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ou par les soignants ; les contaminations endogénes apparaissent plutdt a partir d'un site

colonis¢, comme les voies respiratoires ou la peau (44,45).
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Chapitre 2 : Infections a P. aeruginosa

P. aeruginosa reste un pathogeéne pouvant étre a I’origine de différents types d’infections
opportunistes comme des infections cutanées, ORL, oculaires, urinaires ou encore de
bactériémie. Mais P. aeruginosa occasionne principalement des infections au niveau
pulmonaire avec des pneumonies associées a des pathologies respiratoires sous-jacentes ou
favorisées par la présence de matériels médicaux invasifs (27). P. aeruginosa est souvent
retrouvé dans le milieu hospitalier, notamment dans les services de réanimation, ce qui favorise
la présence de souches bactériennes multirésistantes aux antibiotiques (46), probléme important
pour les patients a risque exposés comme ceux atteints de CF, de BPCO, ou ceux admis en

soins intensifs.

Le systéme respiratoire permet les échanges gazeux dans le corps et donc I’oxygénation
des organes par son interconnexion avec le systéme cardiovasculaire via la respiration. Il est
divisé en deux parties : les voies supérieures regroupant les fosses nasales, le pharynx et se
termine au niveau du larynx. L’air, passant ces zones, est filtré et réchauffé. Les voies
inférieures regroupent la trachée et les bronches souches qui s’individualisent vers les lobes
pulmonaires. Les bronches se subdivisent jusqu’aux bronchioles reliées aux alvéoles
pulmonaires, lieu des échanges gazeux. Ces échanges sont possibles via le contact entre la paroi

des alvéoles et les capillaires pulmonaires.
L’ensemble du systéme respiratoire est tapissé par un épithélium au contact de 1’air. La

trachée et les voies respiratoires proximales sont majoritairement composées d’un épithélium

pseudostratifié regroupant différents types de cellules représentés en figure 3.

20



Chapitre 2 : Infections a P. aeruginosa
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Figure 2 : Schéma de I'organisation des différents types cellulaires au niveau de la trachée et
des voies bronchiques (adapté de Zepp JA et al. (47)).

Les cellules multiciliées sont le type cellulaire le plus abondant au niveau de
I’épithélium respiratoire. Elles sont pourvues de cils moteurs dont le mouvement est possible
selon la disponibilit¢ en ATP. Elles permettent 1’évacuation du mucus hors des voies
respiratoires via la toux ou la déglutition vers le systeme digestif. Ce mucus est sécrété par les
cellules caliciformes (Goblet cells) et joue un réle de défense contre les particules présentes
dans I’air et les micro-organismes. Ces cellules mucosécrétrices sont principalement présentes
dans les voies aériennes proximales et contiennent des vacuoles mucigeénes pour produire leur
mucus (48). Cette production sera augmentée en cas d’inflammation comme par exemple celle
induite par I’inhalation de la fumée de cigarette. Cependant, une surproduction peut étre un
indicateur de pathologies. Les cellules caliciformes aident également a produire le liquide péri-
ciliaire qui permet la lubrification et protection de I’épithélium. Il forme une couche entre le
mucus et les cellules de I’épithélium qui permet aux cils de battre pour déplacer le mucus (49).
Les cellules ciliés et mucosécrétrices sont issues de cellules progénitrices appelées les cellules
basales. Elles agissent comme des cellules souches résidentes qui permettent de régénérer

I’épithélium respiratoire et bronchiolaire apres une Iésion. Ce sont des cellules multipotentes
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(47). Des cellules neuroendocrines pulmonaires peuvent se regrouper pour former des corps
neuro-épithéliaux formant des contacts synaptiques avec des fibres nerveuses. Elles sont
capables de réguler I’homéostasie en détectant 1’oxygénation et I’hypoxie. Au niveau des
bronchioles, il y a une présence majoritaire de cellules Club. Ces cellules contribuent au
maintien de la barricre épithéliale et sécrete des protéines, majoritairement la CCSP (Club Cell
Secretory Protein) qui possede des propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Ces

cellules peuvent également se renouveler et se différencier en cellules ciliées (50).

Les canaux alvéolaires, les sacs alvéolaires et I’interstitium pulmonaire forment le
parenchyme pulmonaire. Les alvéoles sont composées de cellules épithéliales alvéolaires. Les
pneumocytes de type II sont des cellules cuboides et permettent de réduire la tension
superficielle pendant la respiration en produisant le surfactant. Les pneumocytes de type I sont
des cellules pavimenteuses représentant 95% de la surface d’échange gazeux en s’associant
avec le plexus capillaire (47). Cet épithélium repose sur les septa inter-alvéolaire ou se trouvent
les vaisseaux sanguins. Les septa contiennent cellules endothéliales, (myo)fibroblastes,
mastocytes et macrophages dans une matrice de fibres ¢lastiques qui permettent les
mouvements de dilatation et de rétractation des alvéoles. Lorsque les septa sont endommaggées,

cela provoque des emphysémes.

a) La mucoviscidose

La CF est une maladie héréditaire a transmission autosomique récessive (51).
Principalement retrouvée dans les populations caucasiennes (52), il est estimé par la Cystic
Fibrosis Foundation qu’il y aurait 105 000 cas diagnostiqués dans le monde (53). En France,
le taux de porteurs sains est estimé a 1/30-1/35, soit environ 2 millions de personnes (54), ainsi
pour une naissance sur 4500, I’enfant est porteur de la maladie (55). La CF est autant retrouvée
chez les hommes que chez les femmes (56). Sept-mille-sept-cent-quarante-trois (7743) patients,
62,5% d’adultes, ont été recensés en 2022 par le registre frangais de la mucoviscidose (57).
Auparavant considérée comme une pathologie infantile, ce pourcentage majoritaire d’adultes
est li¢ a ’augmentation de I’espérance de vie des patients (en moyenne 10 ans de plus qu’il y a

10 ans).
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Cette maladie est induite par une mutation du geéne cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductionce Regulator) qui code la protéine CFTR représentée en figure 4. Le géne cftr est
situ¢ sur le chromosome 7 et est constitué¢ de 190 kilos paires de bases (kpb). La protéine CFTR
est composée de 1480 acides aminés (AA) pour 168 kDa (58). Cette protéine est un canal
ionique assurant le transport actif d’ions par I’hydrolyse d’une molécule d’ ATP, notamment la
sécrétion des ions chlorures hors des cellules (59). Cette protéine est exprimée au niveau des
cellules épithéliales de divers organes comme les poumons, les intestins, la peau, le foie, le

pancréas, etc (60) retrouvés en figure 4.

Plus de 1500 mutations pour le géne cftr ont été identifiées. La mutation la plus
importante représentant deux tiers des mutations en Europe et Amérique du Nord est ’absence
de phénylalanine en position 508 (connue sous le nom de Phe508del ou F508del). C’est une
mutation de classe I (57,61). Lorsque ce géne est muté, le passage est bloqué, ce qui entraine
une augmentation de la réabsorption de sodium et d’eau, entrainant une forte déshydratation
(61). Cela provoque une augmentation de sécrétion de mucus qui réduit la clairance
mucociliaire des voies aériennes, ayant pour conséquence de favoriser la colonisation
bactérienne (62). Par ailleurs, cela entraine également de nombreux dysfonctionnements de

divers organes représentés en figure 4.
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Figure 3 : Représentation schématique de I'impact de la mucoviscidose sur les organes et les
voies respiratoires (adapté de Lorenzo Timon sur La Fondation pour la Recherche Médicale

(56)).
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b) Infections chez les patients atteints de mucoviscidose

Les colonisations bactériennes des voies aériennes retrouvées chez les patients atteints
de CF différent en fonction de 1’dge avec une prévalence de Streptococcus sp. de 19% et
Haemophilus sp. de 14% chez les enfants et les nourrissons contre une majorité de
Pseudomonas sp. (18%) et de Staphylococcus sp. (9%) chez les patients adultes (63). Les
prévalences des bactéries impliquées dans les infections des voies respiratoires chez les patients

CF sont représentées en figure 5.
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Figure 4 : Prévalence des bactéries cliniquement impliquées dans des infections respiratoires
en fonction de 1'dge chez des patients CF (d'apres le Registre Frangais de la Mucoviscidose
2022 (57)).

P. aeruginosa est un facteur de morbi-mortalité chez les patients CF (19). En effet,
97,5% des patients auront présenté des infections a P. aeruginosa avant leurs 3 ans (64). Lors
de ces premicres infections, les stratégies antibiotiques mises en place sont efficaces dans la
majorité des cas, mais les traitements répétés induisent une sélection des souches résistantes de

P. aeruginosa au sein des voies respiratoires (65).

P. aeruginosa est capable d’adaptations pour persister dans les voies aériennes

(représentées en figure 6), I’infection devient alors chronique et provoque une inflammation

24



Chapitre 2 : Infections a P. aeruginosa

continue induisant la destruction des cellules de 1’épithélium pulmonaire (66). De plus, P.
aeruginosa peut acquérir des mutations sous pression de sélection antibiotique qui verra
I’émergence des mutants les plus adaptés a la colonisation chronique des voies respiratoires,
comme par exemple avec I’acquisition de résistances aux antimicrobiens et & I’'immunité, perte

du flagelle et la diminution des facteurs de virulence (66,67). Ces adaptations sont représentées

en figure 6.
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Figure 5 : Adaptations de Pseudomonas aeruginosa lors de l'infection des voies aériennes
chez un patient CF (adapté de Elio Rossi et al. 2021 (66))

a) LaBPCO

La BPCO est une maladie chronique inflammatoire des bronches. Selon ’OMS (2016),
cette pathologie touche 65 millions de personnes et a été la cause d’environ 3 millions de déces
dans le monde en 2015. Elle est actuellement la quatriéme cause de mortalit¢ mondiale et il est
estimé¢ qu’en 2030 la BPCO deviendra la troisieme cause de mortalit¢é mondiale (68). En
Europe, 300 000 personnes décedent de cette pathologie chaque année, et 5 a 10% de la
population est touchée (69). En France, il y a 3,5 millions de personnes atteintes, soit 6 a 8%
de la population de plus de 45 ans. Cette pathologie, présentant une évolution lente, est encore

largement sous diagnostiquée (69,70). Les symptdmes sont une toux chronique, une dyspnée et
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des expectorations. Des emphysémes pulmonaires sont également observés. De plus, les
patients sont plus sensibles aux infections pulmonaires et connaissent de nombreuses périodes
d’exacerbations ou leurs symptdmes s’intensifient (69). Chez une personne saine, 1’épithélium
respiratoire produit des molécules de défense contre ses infections, mais chez les patients
BPCO, leur production est altérée. Il existe quatre facteurs de risque pouvant favoriser
I’apparition de la BPCO, le plus important étant le tabagisme qui représente 80% des cas en
Europe. La pollution de I’air, les maladies respiratoires de 1I’enfance (comme 1’asthme) (70) ou
encore une composante génétique peuvent aussi favoriser le développement de la pathologie.
La BPCO se traduit par un épaississement des parois via ’atrophie des muscles lisses combiné

a une hypersécrétion de mucus (figure 6).
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Figure 6 : Représentation schématique de 1’impact de la BPCO sur les voies aériennes
(adapté de Barnes PJ. et al. (71))
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L’inflammation du tissu pulmonaire engendre des perturbations cellulaires et des
anomalies fonctionnelles. Deux processus pathologiques sont impliqués. Le premier est le
remodelage des voies aériennes induisant une obstruction bronchique et une fibrose
péribronchique. L’obstruction bronchique est provoquée par une surproduction de mucus ainsi
qu’un manque de clairance mucociliaire. La fibrose péribronchique favorise le dépot de matrice
autour des voies aériennes. Le deuxiéme processus est I’emphyseme dii a la destruction du

parenchyme pulmonaire (72).

Chez les patients BPCO, il y a plusieurs remaniements pulmonaires car les capacités de
réparation et de régénération de 1’épithélium respiratoire apres lésion sont altérées. Cette
pathologie va entrainer des réponses inflammatoires anormales en réponse a la fumée de
cigarette qui peuvent induire une perte des jonctions épithéliales entrainant une perte des
contacts cellule/cellule chez les patients BPCO (73). Les cellules basales perdent leur capacité
a se différencier et proliférent, provoquant une diminution des cellules ciliées qui ne remplissent
plus leurs fonctions dans 1’épithélium respiratoire. De plus, la fumée de cigarette réduit le
nombre de cellules ciliées, induit le rétrécissement des cils (74) et altére leur fonctionnement.
Par ailleurs, la composition du mucus est modifiée (48,73), altérant son role en tant que barriere
physico-chimique. Le dernier remaniement est 1’élargissement des espaces alvéolaire avec la
destruction des parois par les métalloprotéinases matricielles (MMPs) 1-8-9 et 13. Ce sont des

protéases qui peuvent modifier la matrice extracellulaire (MEC).

b) Infections chez les patients BPCO

Chez les patients BPCO, les infections a P. aeruginosa représentent 5 a 10% des
exacerbations mais est d’autant plus prépondérant au fur et a mesure des stades d’avancés dans
la gravité de la maladie (75). C’est le second microorganisme le plus courant retrouvé chez les
patients (76). Il est retrouvé dans 4 a 15% des expectorations de patients adultes en
exacerbation. Les cas les plus courants d’infections sont aigu€s pour une durée relative d’un

mois avant I’élimination de la souche (77).

Des infections chroniques ont cependant été décrites comme étant comparables a celles

rencontrées chez les patients CF. En effet, les souches présentent dans ce cas des phénotypes
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mucoides comme retrouvés dans la CF (78). Ces infections chroniques sont la conséquence

d’une rechute a la suite d’une infection antérieure (79).

Les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) sont décrites comme
des infections du parenchyme pulmonaire chez les patients exposés a une ventilation mécanique
invasive pendant au moins 48 h et font partie des pneumonies nosocomiales acquises en
réanimation (80). En Europe, I’incidence des PAVM a été estimée a 18,3 pour 1 000 journées
de ventilation (81). En France, Santé Publique France estime I’incidence des PAVM a 22,67
pour 1 000 journées de ventilation en 2020 (82). Les symptomes observés sont la présence d'un
infiltrat nouveau ou progressif, des signes d'infection systémique comme la fievre, modification

des crachats et détection d'un agent infectieux (83).

P. aeruginosa fait partie des bactéries les plus fréquemment retrouvées lors de PAVM
(81) et est associée a une mortalité de 13,5% méme avec un traitement antibiotique associé (84).
En milieu hospitalier, les souches multirésistantes sont nombreuses. La présence de P.
aeruginosa est favorisée par les nombreuses comorbidités et les matériels médicaux invasifs
des patients en soins intensifs. Par exemple, la pose de la sonde endotrachéale pour la mise en
place de la ventilation empéche les réflexes de toux, provoque des lésions au niveau de
I’épithélium de la trachée, diminue la clairance mucociliaire ce qui forme un terrain favorable

pour la colonisation par P. aeruginosa et la formation de biofilms. (85).
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Chapitre 3 : Porine OprD et résistance aux carbapénémes

P. aeruginosa est naturellement résistant & de nombreux agents antimicrobiens par le fait
qu’il présente une membrane externe peu perméable (1/100 de la perméabilité de la membrane
de E. coli), de I’expression de nombreuses pompes d’efflux diminuant la concentration
intracellulaire de nombreux antibiotiques, mais €galement grace a la présence d’une [-

lactamase chromosomique AmpC (86).

Les porines sont des protéines retrouvées dans la membrane externe. Elles jouent un rdle
important chez les bactéries a Gram négatif car elles permettent le passage de composés
hydrophiles au travers de la membrane externe phospholipidique protectrice et imperméable a
ces composés. Ainsi, les porines assurent les imports de diverses molécules telles que les
nutriments essentiels a la survie bactérienne, comme les sucres ou les AA, mais également

certains antibiotiques (figure 11) (87,88).
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Figure 7 : Schéma d'une porine chez P. aeruginosa (fait avec biorender.com)

Les porines sont composées de feuillets p amphiphiles avec une alternance de régions

hydrophiles orientées vers le canal et hydrophobes vers la membrane. Les feuillets sont reliés
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par des boucles (loops) et la forme du canal est due a I’enroulement des feuillets sur eux-mémes.

Les porines sont majoritairement trimériques avec l’assemblage de 3 canaux (figure 12)

(87,89).

Tableau 1 : Liste des porines de P. aeruginosa associées a leur fonction, leurs régulateurs et
facteur sigma (adapté de Chevalier et al. (90))

5 ] e a Facteurs
Géne Fonction Antibiotiques Régulateurs .
sigma
oprB Entrée du glucose - Anr, GItR RposS, SigX
oprB2 Entrée du glucose - - -
Structure de membrane, formation de
biofilm, adhérence cellules hote, quorum AlgU, SigX,
oprF sensing, entrée d’ions, sucres, et de - ) AmpR RpoS
lactamines (sauf carbapéneémes)
oprG Entrée putative du Fe*' - Anr SigX, Fecl
PhoP-PhoQ,
oprH Stabilisation de la membrane externe - BrIR, BgsR, RPOS.’ Fecl,
SigX
CarR
oprO Entrée des polyphosphates - PhoB, TctD RPOIS_Ii’gI;(pOS’
oprP Entrée du phosphate - PhoB, TctD RpoH, Rpos,
SigX
opdB Entrée de la proline et de l'arginine - - -
opdC Entrée de I'histidine et de l'arginine - - SigX, FliA
opdl Entrée de l'arginine - - =
Q
S| opdJ Entrée de l'arginine - - -
=)
& opdP | Entrée de glycine-glutamate et de l'arginine - - RpoN
§ opdT Entrée de la tyrosine - - Fecl
E‘ntre‘e Qe l'arginine, Ira lysine, I'histidine, TEpordimiponameet RpoN, SigX,
oprD l'ornithine et supposément le gluconate, P ArgR, CzcR .
p . . méropéneéme FlLiA
entrée de petit peptides
oprQ Entrée de l'arginine - MexT RposS, SigX
Q
g OpdD - Transport de méropénéme - -
A Transport de carbénicilline,
= opdF Entrée du glucuronate céfoxitine, gentamycine et - Fecl
] témocilline
E opdG - - - -
o opdH | Entrée du cis-conitate et des tricarboxylates - TctD -
8 Transport de carbénicilline,
o opdK Entrée de l'acide vanillique et du benzoate céfoxitine, tétracycline et = -
2 témocilline
g
(55 opdL Entrée du phénylacétate - - -
opdN - - - -
opdO Entrée du pyrogluconate Transport de céfotaxime - -
opdQ Entrée des tricarboxylates - NarX-NarL -
opdR - - - -
SigX, RpoN,
oprE - - IHF, OxyR Fecl,
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Deux types de porines sont décrites chez P. aeruginosa : les porines spécifiques qui
permettent I’import d’un panel strictement définit de molécules, et les porines non spécifiques
qui assurent I’import de divers substrats. La faible perméabilité membranaire de P. aeruginosa
est également 1i¢ au fait que ce sont majoritairement des porines spécifiques qui sont exprimées
afin de ne sélectionner que les imports nécessaires, favorisant au passage sa résistances aux

divers antimicrobiens (90-92).

Parmi les 26 porines retrouvées chez P. aeruginosa, OprF est majoritaire. C’est
I’homologue de d’OmpA de E. coli. Cette porine non spécifique participe principalement a
structurer la membrane, mais également a I’'import de nombreux nutriments, dont certaines 3-
lactamines. La famille des porines de type d’OprD regroupe 19 des 26 porines de P. aeruginosa.
Ces porines se nomment « outer membrane carboxylate chanel » et sont caractérisées par un
domaine sérine peptidase. Deux sous-groupes la composent : le groupe OccD qui est associé a
I’import d’AA basiques, et le groupe OccK pour I’'import de molécules cycliques chargées
négativement (90,93). Les caractéristiques des 26 porines de P. aeruginosa sont détaillées dans

le tableau 1.

Les carbapénemes font partie des -lactamines. Le premier carbapénéme découvert en 1976
¢tait I’acide olivianique, mais celui-ci était tres peu stable (94). Par la suite, la thiénamycine a
été isolée en 1979 a partir de Streptomyces cattleya (Streptomyces MA4297). Du fait de sa
stabilité et ses propriétés antibactériennes a large spectre, cette molécule a servi de base pour
I’ensemble des molécules carbapénémes développées par la suite, mais du fait de son rendement
faible, cette molécule sera trés peu utilisée (95,96). Par la suite, en 1985, I’imipenéme
s’imposera comme le chef de file de cette classe d’antibiotique car premier carbapéneéme utilisé

pour traiter les infections en clinique. Il reste encore de nos jours un des plus utilisés (94,97,98).

Leur structure est composée d’un noyau B-lactame bicyclique. Le premier cycle est trés
conserveé et est retrouvé dans toutes les molécules de carbapénemes (99). Le second cycle peut
présenter quelques modifications qui conditionnent le spectre d’action antibactérien en fonction

des molécules. La structure de différentes B-lactamines est représentée en figure 8 (100).
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Le mode d’action des carbapénémes est similaire aux -lactamines : les molécules ciblent
les protéines liant les pénicillines (PLP) qui permettent la formation de la chaine polypeptidique
du peptidoglycane nécessaire a la structure de la paroi bactérienne (101). Le noyau B-lactame
de ces antibiotiques présente une forte homologie structurale avec les motifs D-Ala-D-Ala du
peptidoglycane ce qui permet la liaison des B-lactamines aux PLP. L’ouverture du cycle -
lactame permet la liaison irréversible entre le PLP et les carbapénémes.

Noyau B-lactame

/'—NH
0 \

o R-HN R-H R-H R
3 Ne .28 " N
Eoy= \2 \) i?— S-R
N N O-R N N
» g 7 \n/ S S0,H
o K o} 0 0
g:"a COOH HoOC COOH
X
«a Pénicilline Céphalosporine Monobactame Carbapénéme
Types de carbapénémes
NH H;,C /CH:, O
HO L Rz
= /_/ H H CHs o )\H H CH3
Y S HsC HiC7s ) H
N
0 0%
OH OH
(6] [e]
Imipénéme Méropénéme Ertapénéme Doripénéme

Figure 8 : Structure chimique des différents types de f-lactamines et de carbapénemes (adapté
de Nordmann et al. (100))

Parmi les différentes molécules de carbapéneémes utilisées pour traiter les infections
bactériennes, I’imipénéme reste le plus courant. Le second est le méropéneéme, plus efficace

contre les bactéries Gram négatif que le premier (102).

Parmi les nombreuses porines retrouvées chez P. aeruginosa, la porine OprD, autrement
appelée occD1 ou anciennement la porine D2 (103), est la seconde majoritaire. Son nom a été

donné a la famille des porines OprD comprenant 19 porines présentant une similarité¢ d’environ
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50% (90). Chez PA14 et PAO1, le géne oprD mesure 1332 pb et produit une protéine OprD de
48.2 kDa pour 444 AA (104).

La porine OprD est constituée de canaux 3 formant un trimere et traversant la membrane.
Chaque monomere est composé de 18 feuillets B reliés par 9 boucles (loops : L) qui forme un
tonneau B. L’intérieur du tonneau OprD contient deux boucles L3 et L7 qui forment un pore
trés étroit et circulaire d’une taille de 5,5 A en se repliant vers 1’intérieur. Le pore est constitué
exclusivement de chaines polaires et de groupes carbonyles et est chargé négativement. Il reste
cependant des résidus d’arginine et de lysine amenant des charges positives dans le canal et
permet de guider les substrats le long du canal, c’est la basic ladder. La structure de la porine

est représentée en figure 9 (105).

Compartiment
extra-cellulaire

Membrane
externe

Périplasme

Figure 9 : Structure de la porine OprD (adapté de Biswas et al. (105))

a) Vues de coté (gauche) et du dessus (droite).
b) Basic ladder : ligne conductrice de charges positives pour guider la traversée des
substrats

La porine OprD permet le transport d’AA basiques tels que 1’arginine, la lysine, 1’histidine
et ’ornithine, ou encore de petits peptides tels que Ala-Lys, Lys-Ala, Thr-Ser-Lys or Pro-Phe-
Gly-Ly (103) mais également le gluconate (106). Elle est également le canal d’entrée de deux
antibiotiques de la famille des carbapénemes : I’imipénéme et le méropénéme. Le défaut

d’expression de la porine OprD entraine donc une perte de sensibilité aux carbapéneémes (107).

Les imports et ’expression de la porine sont régulés par divers mécanismes résumés en
figure 14. Tout d’abord, il existe une compétition entre les différents substrats de la porine.

L’entrée des carbapénémes est donc régulée en fonction de la concentration en AA et peptides
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dans le milieu, avec une diminution de I’entrée des carbapénémes entre 48 a 80% lors d’une
concentration forte en AA basiques. De méme, il a été décrit une augmentation des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour les carbapéneémes lors de la croissance de P.

aeruginosa sur des milieux enrichit en AA basiques (103,107,108).

Dans le cas ou les AA basiques représentent la seule source de carbone disponible dans le
milieu, la porine OprD se retrouve surexprimée, notamment par la surexpression de 1’ Arginine-
response regulator ArgR. Ce phénomene est accompagné d’une diminution de la CMI des

carbapénemes (109).

D’autre ¢léments peuvent agir sur la régulation de la porine OprD, comme la
concentration en métaux dans le milieu. Lorsque la concentration en zinc est €levée, les geénes
czeS et czcR sont surexprimés. Ils régulent ensuite czcCBA pour permettre 1’efflux des métaux
lourds. Ils engendrent également une répression de 1’expression du gene oprD. On observe
¢galement le phénoméne avec des fortes concentrations en cuivre dépendant des régulateurs
CopR et CopS (110,111). Une diminution de 1’expression de la porine OprD peut éEtre

¢galement liée aux salicylates via la surexpression de mexT (112).

oprD peut également étre réprimé via le systéme PaR/S. Lorsque ce systéme est
dérégulé, il engendre la surexpression de la pompe d’efflux MexXY-OprM et de 1’opéron
arnBCADTEF-ugd, ce qui augmente la résistance a la colistine et & de nombreuses autres
molécules antibiotiques généralement utilisées en dernier recours lors d’infection de P.

aeruginosa multi-résistants (113).
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Acides aminés en

seule source de _ f
carbone

Porine
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Présence de zinc / .

Salicylate <> -

Figure 10 : Mécanismes de régulation de l'expression de la porine OprD (adapté de Hui
Li (107))

IV. Résistance aux carbapénemes via OprD

L’apparition de mutations au niveau du geéne oprD (insertion, délétion ou substitution d’un
nucléotide entrainant le changement d’un acide aminé dans la séquence, la formation d’un
codon stop ou le décalage du cadre de lecture) peut étre a I’origine de la perte, d’un défaut
d’expression de la porine OprD ou d’altérations structurelles de la protéine avec un impact sur
le passage des substrats comme les carbapénémes (figure 11). Ces modifications peuvent
induire des diminution de sensibilité variable aux carbapénémes en fonction des souches (114—
116). Si cette mutation est couplée a une surexpression de pompes d’efflux, le niveau de

résistance peut étre élevé (107).
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Figure 11 : Représentation schématique des principales altérations de la porine OprD altérant
le passage des carbapénémes au travers de la membrane (fait avec biorender.com, d'apres Jean-
Marie Pages et al. (115))

Le cas d’une souche mutante pour la porine OprD a été étudié dans différents contextes
dont des modeles de colonisation gastro-intestinale ou de la rate. Avec ces différents modéeles,
il a été observé une augmentation de la virulence de la souche et un fitness in vivo augmenté
lors des infections (4,5). Il a également été démontré que de telles souches de P. aeruginosa
présentaient une virulence augmentée vis-a-vis de 1’épithélium de voies aériennes humaines

(données personnelles de notre équipe).
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Chapitre 4 : Tn-Seq

La technologie Tn-Seq repose dans un premier temps sur ['utilisation de transposons.
Premiérement appelés « jumping gene » ou « éléments transposables », ils ont été découverts
en 1944 par Barbara McClintock comme des « éléments de contrdle » chez le mais. (117). Ces
transposons sont des séquences d’ADN mobiles allant de 100 a 10 000 pb (118) et se déplacent
dans les génomes via un mécanisme d’excision-intégration autrement appelé « couper-coller »
grace a une transposase. Cette enzyme reconnait des séquences répétées inversées situées aux
extrémités de la séquence du transposon ou elle va venir casser I’ADN double brin. Elle va
¢galement reconnaitre une séquence cible ou une conformation de I’ADN spécifique avec

laquelle elle va venir interagir afin d’intégrer le transposon (figure 12) (119,120).

ADN donneur _Transposon

Séquences répétées}
inversées

Transposase
O —b C1 Fixation de la transposase

5\ /E

Cz Coupure de la transposase

09,

C4 Reconnaissance de I'ADN cible
et intégration du tranposon

ADN cible ——"

dans I'ADN cible

O\ /7 Q ? Transposon intégré

Figure 12 : Représentation schématique du mécanisme "couper-coller" d'un transposon
(adapte de HL. Levin et JV. Moran (120), fait avec biorender.com)
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Dans les années 70, les transposons commencent a étre utilisés pour manipuler les

génomes bactériens dans diverses applications (isolation de mutants, construction de souches,
etc.) (121). L’utilisation de banques de mutants & transposon s’est également répandue pour

¢tudier I’expression et la fonction de génes, la mutagenése insertionnelle ou encore les geénes

essentiels chez les bactéries (122—125).

Le Tn-Seq (Transposon Sequencing) est une méthode qui allie le séquengage haut débit et
la mutagenése par transposon. Elle utilise une banque de mutants a transposon pour laquelle
I’insertion de ce dernier se fait de maniére aléatoire et unique dans le génome bactérien, ce qui
induit I’inactivation du géne dans lequel il s’insére. Cela permet 1’obtention d’un grand nombre
de mutants différents. Pour ce type de banques de mutants, ¢’est un transposon de type mariner
qui est utilisé. Il s’insere dans les sites Thymine-Adénine (TA). La méthode la plus simple pour
la réalisation des banques est I’utilisation d’une conjugaison bactérienne (126). La réalisation

des banques est représentée en figure 13.

@ Transfert par conjugaison @ Insertion aléatoire du transposon @ Sélection des mutants
Receuveuse Géne IDEDI
f P
Donneuse P fonctlonnel'\v /- Transposon _—
; / N\ 2 | | Obtention des
— \ I il « /) TnBank (=300 000
i (= oY= @) Site  —F - mutants)
l{\ﬂ X =) TA Insertion au X S j A)
\ / niveau d'un site Gélose sélective % -80°C
L m

Geéne
inactivé

Figure 13 : Réalisation d'une banque de mutants a transposon de type mariner (fait avec
biorender.com).

Les banques ainsi construites peuvent étre testées dans différentes conditions. Le
séquencage des régions adjacentes a 1’insertion du transposon permet d’identifier et quantifier
les génes inactivés retrouvés aprés 1’utilisation de la banque. Les geénes ainsi retrouvés
permettent de déterminer plusieurs éléments : les génes qui sont favorables a la survie de la
bactérie dans la condition lorsqu’ils sont fonctionnels seront peu retrouvés dans les résultats de
séquencgage, les génes qui a I’inverse sont défavorables a la bactérie seront surreprésentés. Les

genes qui eux ne seront pas retrouvés en séquencage sont eux les génes dits « essentiels ». En
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effet, ’insertion du transposon dans ces geénes entrainent une perte de viabilité de la bactérie et

donc la perte du mutant (127).

Les utilisations du Tn-Seq sont variées : étude du fitness en fonction de conditions données,
identification de geénes essentiels/potentielles nouvelles cibles thérapeutiques, implication des

genes dans la résistance, interactions entre les génes, etc. (4,23,128-130).

Un gene est défini comme essentiel lorsqu’il est indispensable a la survie de la bactérie, a
son développement dans une condition. Ce sont les génes qui seraient suffisants pour maintenir
une forme de vie cellulaire fonctionnelle dans les conditions les plus favorables (131,132). De
plus, comme explicité précédemment (Chapitre 1, I11.), il existe deux catégories pour les génes
essentiels : ceux classés dans le « core genome » considérés comme les geénes essentiels a
I’ensemble des organismes dans tout type de milieu, et ceux classés dans le génome accessoire
dont I’essentialité va dépendre du milieu et/ou de la souche dans lesquels ils sont retrouvés
(133). La détermination des genes essentiels chez des souches bactériennes fortement
pathogenes avec des possibilités de traitements limités pourrait permettre la mise en lumiére de
potentielles nouvelles cibles thérapeutiques (134), notamment les génes essentiels accessoires

retrouvés dans des conditions d’infection.

Un de ses pathogene est P. aeruginosa. Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses
¢tudes ont ét¢ menées dans le but de déterminer ses génes essentiels. La premicre date de 2003
chez PAOI1 par Jacobs et al. (122). Depuis, de nombreuses autres études ont été réalisées,
notamment via 'utilisation du Tn-Seq. Un récapitulatif des différentes études portant sur
I’ensemble des génes essentiels retrouvés chez des souches de P. aeruginosa est indiqué dans
le tableau 2. Certaines ont déterminé des geénes essentiels pour des conditions bien spécifiques,
comme par exemple dans le cas de résistance a la tobramycine (129), ou encore dans le cas de
la formation de biofilms (135). Malgré des conditions similaires (souches, milieux), les listes
de génes retrouvées varient en nombre et en contenu (115 génes essentiels seulement retrouvés
communs aux listes de Liberati et al. (2006), Skurnik et al. (2013) et Poulsen et al. (2019) pour
PA14 en milieu LB). Une des raisons pour laquelle ces différences peuvent étre observées est

I’utilisation des différents outils bio-informatiques pour I’analyse des résultats de séquengage,
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chaque méthode ayant des paramétres variables pour la définition de ce qui est considéré

comme un gene essentiel.

Tableau 2 : Récapitulatif des listes de geénes essentiels publié pour P. aeruginosa

Dataset Année Nombre GE Souche Milieu Référence
Jacobs 2003  ~300-400 PAOI Riche a (122)
minimal
Liberati 2006 335 PA14 LB (136)
Skurnik 2013 636 PA14 LB 4
Turner 2015 314 PA14 BHI Agar  (130)
Lee 2015 314 PAOI1 LB (137)
Poulsen 2019 PA14 LB (138)
FWER 437
FDR 596
TRANSIT 316
CORE 321 Core pangenome de P. aeruginosa
Sl % Intersection de 5 études de

pangenomes
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Chapitre 5 : Pantothénate et Coenzyme A

Le pantothénate, qui est aussi connu sous le nom de vitamine B5, est une vitamine
hydrosoluble (139). La voie de synthése du pantothénate est cruciale pour la synthése de
Coenzyme A, un facteur essentiel pour de nombreuses réactions métaboliques (140). Cette voie
n’est pas présente chez ’Homme, mais est retrouvée chez de nombreuses bactéries,
champignons et autres micro-organismes, ce qui fait d’elle une cible intéressante pour le

développement de nouvelles molécules antimicrobiennes (141,142).

Le pantothénate a été identifié¢ pour la premicre fois en 1933 en tant que nutriment essentiel
pour les levures. Sa voie métabolique a été déterminée au fils des années, de par la
caractérisation des différentes enzymes chez les plantes et les champignons, mais notamment

par la création de mutants bactériens pour les différentes étapes de cette voie (140).

Pour I’obtention du pantothénate, deux molécules sont nécessaires : le pantoate et la f3-
alanine. La voie est représentée en figure 14. Le pantoate est obtenu a partir de la dégradation
de I’acide 3-méthyl-2-oxobutanoique en 2-dehydropantoate par une 3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransférase codée par le géne panB. Par la suite, le 2-dehydropantoate est
dégradé en pantoate par une 2-dehydropantoate 2-reductase codée par le géne panE. Pour ce
qui est de 1’obtention de la B-alanine, elle peut étre obtenue par plusieurs intermédiaires dont le
L-aspartate via une aspartate alpha-decarboxylase codée par le géne panD. Le pantoate et la 3-
alanine sont, par la suite, associés par une pantoate--p-alanine ligase, également connue sous le
nom de pantothénate synthétase, codée par le géne panC pour former le pantothénate (143—
145). Le geéne panC est constitué de 851 pb pour un poids moléculaire de 30.8 kDa (146). Sa
structure est relativement conservée entre les diverses especes. La protéine présente deux
domaines : un domaine N-terminal contenant la cavité du site actif et un domaine C-terminal

qui agit comme un couvercle pour cette cavité (140).
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Figure 14 : Voie de biosynthése du pantothénate chez P. aeruginosa (fait avec biorender.com)

Le Coenzyme A a été identifié en 1946 par Fritz Lipmann (147). Il est important dans la
synthese des acides gras (SAQG) et leur oxydation, mais également dans 1’oxydation du pyruvate
dans le cycle de Krebs. Il a été déterminé qu’environ 4% des enzymes connues | utilisent en

tant que substrat (148).

Sa biosynthése nécessite de la cystéine, du pantothénate et de I’ATP. A partir du
pantothénate, 5 étapes sont nécessaires. Dans un premier temps, le pantothénate est transformé
en 4-phosphopantothénate par une pantothénate kinase codée par le géne PA14 08630. Par la
suite, il est couplé a wune L-cystéine par une phosphopantothénoylcystéine

décarboxylase/phosphopantothénate synthase bifonctionnelle codée par le géne coaC pour
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obtenir du 4-Phosphopantothénoylcystéine. Cette enzyme médie également I’obtention de 4-
Phosphopantothéine. Cette molécule est ensuite transformée par une phosphopantetheine
adenylyltransferase, codée par le géne coaD, pour I’obtention de dephospho-coenzyme qui est
finalement réduit en Coenzyme A grace a une dephospho-CoA kinase codée par le géne coaE

(143,149). L’ensemble de ses réactions sont représentées en figure 15.
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Figure 15 : Voie de biosynthése de Coenzyme A a partir du pantothénate chez PA 14 (fait avec
biorender.com)
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Le Coenzyme A est présent sous plusieurs formes dans la cellule : sous forme libre, ou bien
sous forme thioester acyl-S-CoA. C’est le groupe sulthydrile (-SH) qui est le site fonctionnel
de cette molécule. Il permet d’activer des groupes carboxyles sous la forme d’un dérivé
thioester acyl-CoA. Les thioester CoA permettent un transfert facilit¢ des acyls (147). Les
divers dérivés thioester sont I’acétyl-CoA, succinyl-CoA (impliqués dans le cycle de Krebs), le
malonyl-CoA (impliqué dans la syntheése des AG et dérivé de I’acétyl-CoA) ou encore le 3-
hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA (150-152).

Puisque la voie des pantothénates n’est pas présente chez I’Homme, elle a été I’objet de
nombreux travaux. En effet, elle semble étre la candidate parfaite pour la mise au point de

nouveaux agents antimicrobiens (140,144,149).

Cette hypothese a été mise a mal avec I’utilisation d’inhibiteurs compétitifs dérivés de la -
alanine de la pantothénate synthase qui ne montrait aucun effet sur la croissance bactérienne in
vitro, concluant qu’une stratégie de ce genre était inefficace comme agent antimicrobien (153).
La plupart des travaux publiés se concentrent cependant uniquement sur I’activité de molécules
analogues (154). (155) Pourtant, il a été démontré récemment que la synthése de CoA était
essentielle au stade tachyzoite chez Toxoplasma Gondii et a été propos¢ comme une cible

thérapeutique pour lutter contre la toxoplasmose.(155).

Ainsi, le fait de cibler la voie de synthése du pantothénate et/ou du Coenzyme A a des fins

thérapeutiques est encore une piste tres discutée dans la littérature.
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Chapitre 6 : Acides gras

Chapitre 6 : Acides gras

Les lipides regroupent une grande variét¢é de composants et sont caractérisés par leur
insolubilité¢ dans 1’eau et leur solubilité dans des solvants organiques. Cette famille regroupe 8
classes de molécules que sont les acides gras (AG), les glycérolipides, les
glycérophospholipides, les stérols, les sphingolipides, les prénols, les glycolipides et les
polykétides (156,157).

Les AG sont les constituants clé des lipides. Ils sont constitués de chaines d’hydrocarbones
pouvant étre plus ou moins longues. On distingue 4 catégories d’AG en fonction de leur
longueur : moins de 6 carbones, ce sont les AG a petite chalne ; de 6 4 12 carbones, des AG a
chaine moyenne ; de 13 a 21 carbones, des AG a longue chaine et au-dela de 22 carbones, ce
sont des AG a tres longue chaine (158). Ils sont également catégorisés en fonction de leurs
saturations. Les AG insaturés n’ont pas de doubles liaisons dans leur structure, contrairement
aux AG saturés qui présentent une double liaison, ils sont alors dits monoinsaturés, ou plusieurs

doubles liaisons, dit poly-insaturés (159).

Les AG produits par ’ensemble des organismes vivants servent a diverses structures
cellulaires, comme la structure des parois cellulaires, de membranes, la modification de

protéines, le stockage d’énergie ou encore divers métabolites (160).

La synthése des AG débute avec 1’acétyl-CoA récupéré du cycle de Krebs via la conversion
du citrate en oxaloacétate (161). L'allongement de la chaine des AG passe par l'ajout de
malonyl-CoA et d'acétyl-CoA comme les deux premiers atomes de carbone de la synthese de
novo des AG. L’ ACP (protéine porteuse d'acyle) a un role central dans la synthése des AG car

elle transporte les molécules et permet les réactions d’élongation et de synthese. Elle interagit
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avec de nombreuses enzymes de la voie. La voie de synthése des AG chez PA14 est représentée

en figure 16.

Acetyl-CoA + HOCOO-

ATP >
ADP AcC

\ 4

Malonyl-CoA B-oxooctanoyl-CoA

ACP
> B-oxodecenyl-CoA

CoA

v

Malonyl-ACP
B-oxobutyryl-ACP
Acetyl-CoA
acyl-ACP m ,— NADPH

NAD* \ NADP*

B-oxoacyl-ACP

NADH NADPH

trans-2-enoyl-ACP
B-hidroxyacyl-ACP

(_Fabz

Figure 16 : Voie de synthése et oxydation des acides gras (adapté de AL. Boechat (162), fait
avec biorender.com).

Dans un premier temps, 1’acétyl-CoA est métabolisé par I’acétyl-CoA carboxylase (codé
par le géne acc) pour obtenir du malonyl-CoA (163). Le malonyl-CoA synthétisé réagit avec
I’ACP pour former le Malonyl-ACP via I’enzyme malonyl-CoA-ACP transacylase codée par

le géne fabD. Suivent ensuite 4 étapes :
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1. L’«initiation » ou le malonyl-ACP est transformé en B-oxoacyl-ACP par I’enzyme 3-
oxoacyl-ACP synthase codée par le géne fabB.

2. La «réduction » ou le B-oxoacyl-ACP est réduit en 3-hydroxyacyl-ACP par la 3-
ketoacyl-ACP reductase codée par le gene fabG (164).

3. La « déshydratation » ou le 3-hydroxyacyl-ACP est déshydraté en trans-2-enoyl-ACP
par la 3-hydroxydecanoyl-ACP dehydratase codée par le géne fabA et/ou via le géne
fabZ qui code pour une (3R)-hydroxymyristoyl-ACP dehydratase (165).

4. Laseconde « réduction » pour obtenir la fin d’¢élongation de I’AG via une trans-2-enoyl-
CoA reductase codée par fabV avec une NADH-dependent enoyl-ACP reductase codée
par le geéne fabl (166).

Cette cascade de réaction est répétée un nombre variable de fois pour I’obtention d’AG plus ou

moins longs (160).

Le malonyl-ACP peut également étre groupé a un acétyl-CoA pour former un B-
oxobutyryl-ACP via I’action d’une -acetoacetyl-acyl carrier protein synthase codée par fabY
(167). Le malonyl-CoA peut également former avec un -oxooctanoyl-CoA du -oxodecenyl-
CoA. Dans les deux cas, la molécule sera ensuite réduite en 3-hydroxyacyl-ACP par la 3-

ketoacyl-ACP et poursuivra le cycle décrit avant.

Chez les procaryotes, le role de la membrane cellulaire est de protéger les
microorganismes du milieu extérieur. Ainsi, la survie bactérienne dépend grandement du
maintien de I’intégrité de cette membrane. Chaque bactérie possede son propre arrangement en
AG, mais cette composition peut étre modifiée dans certaines conditions pour adapter la fluidité
de la membrane, comme lors d’adaptation rapide a I’environnement ou lors de I’inhibition de
la croissance qui peut induire des modifications des AG avec des cis-trans isomérisation chez

Pseudomonas (168).

Les AG sont un ¢élément constitutif des lipides, composant majeur des membranes
cellulaires (169). 1ls se lient au groupe phosphatidyl des phospholipides ce qui forme la structure

basique en deux couches de la membrane (170). Les phospholipides présentent alors un co6té
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hydrophile avec la « téte » phosphorique, et hydrophobe avec la « queue » en AG. La partie
hydrophile est orientée vers I’extérieur de la bicouche, tandis que la partie hydrophobe vers
I’intérieur (171). La composition de la membrane définit ses propriétés physico-chimiques. Les
AG, du fait de leur longueur et leurs saturations vont ainsi influer sur la perméabilité et la

fluidité de la membrane (172,173).

Les AG saturés ont la capacité de regrouper étroitement leurs molécules pour former
des structures rigides ordonnées, tandis que la présence d'une ou plusieurs doubles liaisons plie
la chaine hydrocarbonée. Une molécule prend donc plus de place et empéche ainsi un
regroupement aussi serré que les AG saturés. Plus la membrane est riche en AG insaturés, plus

elle sera fluide (174) (Fig. 17).

Téte polaire Membrane fluide Membrane rigide
Queue —Y
hydrophobe
Queue en acide Queue en acide
gras insaturé gras saturé

Figure 17 : Modification de la structure de membrane en fonction de la saturation des acides
gras (fait avec biorender.com)

Le facteur sigma ECG SigX a été identifié en 1999 par Brinkman et al. (175). 1l est
impliqué dans I’expression de la porine majoritaire chez P. aeruginosa, OprF, dont le gene
codant précede oprF mais possede €galement de nombreux autres roles. Il est impliqué dans la
croissance et la survie bactérienne lorsque la croissance est réalisée dans des milieux riches
mais également avec une faible osmolarité. Une étude de 2012 démontrait que la transcription
d’OprF était majoritairement dépendante de SigX. Dans le cas d’un mutant délété de la porine

OprF, sigX était surexprimé lorsque le milieu était d’une faible teneur en NaCl, et avec de fortes
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concentrations en sucrose. Ainsi, SigX est associ¢ avec un réle de réponse au stress de

membrane (176).

Par la suite, d’autres travaux ont précisé les différentes fonctions attribuées a SigX.
Aprés étude transcriptomique d’un mutant P. aeruginosa délété sigX, 307 genes ont été
retrouvés dérégulés. La majorité se trouvait étre des génes codant des protéines de choc
thermique, de résistance aux antibiotiques, de métabolisme énergétique, d’import de protéines,
sécrétion et mobilité. Ces travaux démontraient que sigX était impliqué dans la régulation de la
mobilité bactérienne, la formation de biofilm mais également la virulence (177). De plus, il a
été également démontré que SigX jouait un role dans la synthése d’AG, puisque la souche de

P. aeruginosa AsigX présentait une composition de la membrane altérée en AG (178).

L’implication de SigX dans la régulation de la synthése des AG a également été
démontré via une étude protéomique et une étude de 1’expression des genes par RT-qPCR
montrant que lorsque sigX est surexprimé, une majorité de génes impliqués dans la synthése
d’AG étaient également surexprimés. En conséquence, cela favorisait la production d’AG a
chaine courte et augmentait leur pourcentage au niveau de la membrane cellulaire et la rendant

plus fluide (162).
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Résumeé

Résumé

Theése sur article :

The panC-encoded pantothenate synthetase to tackle carbapenem-resistant

OprD Pseudomonas aeruginosa mutant revealed through Tn-Seq

Résumé :

Pseudomonas aeruginosa résistant aux carbapéneémes est considéré comme une cible
prioritaire par I’OMS pour le développement de nouvelles molécules antimicrobiennes. Ce
pathogéne opportuniste est a l’origine de nombreux types d’infection, notamment des
pneumonies chez les patients présentant des pathologies pulmonaires comme la mucoviscidose
ou la BPCO. P. aeruginosa est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques et est
capable d’acquérir de nouvelles résistances via divers mécanismes. Un de ces mécanismes est
la perte de la porine OprD, qui entraine une résistance aux carbapéneémes, classe d’antibiotiques
de dernier recours. Il a été¢ décrit un meilleur fitness in vivo et une virulence accrue pour les
souches de P. aeruginosa avec une perte d’OprD.

Dans le but de trouver des mécanismes pour contrer ces souches résistantes aux
carbapénémes, nous avons identifié les GE spécifiques de PA14 OprD mutant par une approche
Tn-Seq en comparaison avec la souche PA14 sauvage (PA14 WT). Dans un premier temps,
nous avons validé la qualité de nos échantillons en vérifiant la saturation des banques de
mutants a transposon (PA14AoprD et PA14 WT), puis nous avons évalué la pertinence de
divers outils d’analyse de résultats pour le Tn-Seq. En établissant une liste de GE de référence
(gold standard), nous avons comparé les différentes méthodes décrites pour 1’analyse de
données de Tn-Seq et déterminé que 1’utilisation du logiciel FiTnEss était la meilleure option.

De cette maniére, nous avons déterminé une liste de 30 GE spécifiques a PA14 OprD
mutant pour une croissance en milieu LB. Parmi ces 30 genes, nous avons choisi de nous
focaliser sur deux geénes, fahA et panC impliqués dans la production d’intermédiaires du cycle
de Krebs, voie métabolique centrale.

Dans un premier temps, le caractére essentiel de ces deux geénes a été vérifié
biologiquement en tentant de réaliser des délétions chez les souches PA14 WT et AoprD.

Tandis que nous avons obtenu la délétion du gene fahA chez les deux souches, il a été
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impossible de déléter le géne panC. Ces résultats invalident le caractére essentiel supposé de
fahA pour PA14 OprD mutant. Par la suite, nous avons utilisé¢ une approche CRISPRi pour
éteindre I’expression des genes de fagon inductible (arabinose). L’extinction de I’expression de
panC par CRISPRi a mis en évidence une diminution de croissance en LB pour PA14AoprD.
Ceci a renforcé notre hypothése de I’essentialité de panC.

Puisque panC permet I’obtention de pantothénate, indispensable a la production de
Coenzyme A, lui-méme nécessaire au cycle de Krebs, nous avons tenté¢ de vérifier si
I’extinction d’expression du géne empéchait la compensation via le cycle de Krebs du manque
d’import en AA normalement importés par OprD. Les résultats de culture en milieux minimum
supplémentés en divers AA ont démontré que les retards de croissance lors de 1’inhibition de
panC ne s’expliquaient pas par les imports de la porine.

Sachant que la porine OprF, majoritaire a la membrane de PA, joue un role dans la
structure de membrane, nous avons émis ’hypothése que OprD, qui est la seconde porine
majoritaire, pourrait également avoir un role similaire. Ainsi, une dérégulation de la synthése
des AG causée par I’inhibition de panC, ayant un impact sur la syntheése de Coenzyme A ainsi
que le cycle de Krebs, pourrait induire une forte altération de la membrane bactérienne
entrainant une perte de viabilité. Nous avons donc quantifié 1’expression de deux genes
impliqués dans la réponse au stress de membrane, sigX et cmpX. Tous deux avaient une
expression diminuée chez PA14AoprD lorsque I’expression de panC était réduite par CRISPRI,
laissant penser a une membrane altérée. En complément, nous avons également mesuré
I’expression de genes de synthése des AG a différents stades de la voie : fabD impliqué dans
les premiceres étapes de la voie, et fabG, fabY et fabZ, plus tardifs, participant a 1’élongation et
I’insaturation des AG. L’ensemble de ces genes était sous exprimé chez PA14AoprD si
I’expression de panC était inhibée. L’ensemble de ces résultats semble converger vers une
altération de la membrane liée a un déséquilibre dans la production d’AG insaturés.

En plus de cela, nous avons également démontré que I’inhibition de panC induisait une
augmentation du temps d’induction de la mort de cellules bronchiques par PA14 OprD mutant
contrairement 3 PA14 WT. Ceci met en lumiére un effet anti-virulent de I’inhibition de panC.

L’ensemble de ce travail laisse penser que I’inhibition de la voie de synthése du
pantothénate pourrait étre une bonne cible pour le développement de nouveaux antimicrobiens

dans le cas d’infection a PA14 résistant aux carbapénémes induit par la perte de la porine OprD.
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Abstract

For the World Health Organization, carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa is
a critical priority for which new antimicrobial drugs are needed. Consequently,
understanding the underlying mechanisms of resistant bacteria infection will enable
the identification of new therapeutic targets. Loss of the OprD porin is the main
determinant of resistance to the last resort carbapenem antibiotics and has been
described to enhance fitness in vivo and virulence. Transposon sequencing is a high-
throughput sequencing technique that makes it possible to identify essential genes
(EGs) that may turn out to be therapeutic targets. However, such a strategy has not yet
been used for OprD-deficient P. aeruginosa. In this study. we identified the EGs
specific to PA14 OprD mutant for LB growth and highlighted the panC gene encoding
pantothenate synthetase as a promising target. We established a list of 30 EGs of
PA14 OprD mutant. Using CRISPRI, we confirmed that silencing panC reduced LB
growth, and decreased sigX expression, whose overexpression is associated with
membrane fluidity, as well as the expression of genes involved in the fatty acid
synthesis (FAS). Taking into account the weakness of PA14 OprD mutant due to an
altered membrane consecutive to a decrease in unsaturated FAS in the absence of
panC. we showed that silencing panC extended the time of death of human bronchial
epithelial cells (16HBE). Overall, our findings highlighted the anti-virulence potential of
panC inhibition and shed new light on its inhibition as a target for treating
carbapenem-resistant OprD-defective PA lung infections.
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Abstract

For the World Health Organization, carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa is
a critical priority for which new antimicrobial drugs are needed. Consequently, understanding
the underlying mechanisms of resistant bacteria infection will enable the identification of new
therapeutic targets. Loss of the OprD porin is the main determinant of resistance to the last
resort carbapenem antibiotics and has been described to enhance fitness in vivo and virulence.
Transposon sequencing is a high-throughput sequencing technique that makes it possible to
identify essential genes (EGs) that may turn out to be therapeutic targets. However, such a
strategy has not yet been used for OprD-deficient P. aeruginosa. In this study, we identified the
EGs specific to PA14 OprD mutant for LB growth and we established a list of 30 EGs among
these, we highlighted the panC gene encoding pantothenate synthetase as a promising target.
Using CRISPRi, we confirmed that silencing panC reduced LB growth, and decreased sigX
expression, whose overexpression is associated with membrane fluidity, as well as the
expression of genes involved in the fatty acid synthesis (FAS). Taking into account the
weakness of PA14 OprD mutant due to an altered membrane consecutive to a decrease in
unsaturated FAS in the absence of panC, we showed that silencing panC extended the
destruction time of 16HBE airway cells. Overall, our findings highlighted the anti-virulence
potential of panC inhibition and shed new light on its inhibition as a target for treating

carbapenem-resistant OprD-defective PA lung infections.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa (PA) is an opportunistic pathogen known to cause various
types of infection. The main one is pulmonary infection, such as pneumonia when associated
with respiratory pathologies such as cystic fibrosis (CF) or Chronic Obstructive Pulmonary
Disease (COPD) (1-3). PA is often found in hospital settings, particularly intensive care units,
which favors the presence of multidrug-resistant (MDR) bacteria (4), a growing problem due

to the lack of therapeutic choices for treating these infections.

PA is intrinsically resistant to many antibiotics and can acquire resistance upon
treatments. For this reason, PA is part of the ESKAPE pathogens (5). The carbapenems are
major antibiotics used as last resort treatments to face MDR PA. The lack of functional OprD
porin leads to carbapenem resistance and is the most frequent mechanism of resistance to this
class of antibiotics (6-8). OprD is collaterally the entry channel for two carbapenems
(Imipenem and Meropenem), its first function is the uptake of basic amino acids such as

arginine, lysine, histidine and ornithine, or even small peptides (9,10).

Interestingly, an enhanced in vivo fitness of OprD PA mutant has been described in the
context of gastrointestinal and spleen colonization (11,12). It has also been shown to be more
virulent in a mouse model of acute pneumonia (13). However, the mechanism underlying this
increased virulence in the absence of OprD has yet to be elucidated. We therefore decided to
determine whether in vitro gene essentiality could provide clues to tackle such a higher virulent

and resistant pathogen.

Transposon Sequencing (Tn-Seq) is a high-throughput sequencing that uses transposon
mutant libraries to determine the fitness or essentiality of genes under specific conditions. The
use of a mariner transposon that inserts into a thymine-adenine (TA) site only once per

bacterium and randomly makes it possible to obtain a very large number of mutants (14). The

56



Article Scientifique

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

determination of essential genes (EGs) can lead to the identification of potential new therapeutic

targets.

In this study, we first propose to evaluate the bioinformatics analysis of Tn-Seq data
with data generated on two strains growing on Lysogenic Broth (LB): PA 14 wild-type (WT)
and PA14AoprD. As the regularly-updated TRANSIT software, offering several statistical
methods and parameters, is the most popular tool, we decided to evaluate several methods and
parameters of the TRANSIT suite. We also evaluated FiTnEss (Finding Tn-Seq Essential
genes), a tool developed for dealing with PA Tn-Seq data (15). We introduced a gold standard
dataset of EGs for PA14 and used several metrics to compare the different methods. From these
Tn-Seq analyses we identified panC as a specific essential gene for the OprD mutant. We
showed that the lack of import by the OprD porin did not explain the need of panC for in vitro
growth. Nevertheless, we found that panC inhibition impacted the fatty-acid pathways
indicating a decrease in unsaturated FA synthesis, which and could therefore affect the
membrane homeostasis. Eventually, we evidenced that silencing panC decreased the virulence
of the carbapenem-resistant PA OprD mutant against 16HBE cells and could be a promising

therapeutic target.

57



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

9% Results

97  Description and quality of the data.
98  Sequencing was carried out in 2 different runs: samples S1 and S3 on RUNI, samples S1-S2
99  and S5-S6 on RUN2 leading to 6 samples corresponding to PA14 WT or PA14AoprD grown on

100 LB culture media (Table 1). Strains information are listed in table S1.

101  Table 1: Description of samples used in this study.

RUN Samples Strain Culture medium
RUNI1 S1 PA14AoprD LB
RUNI1 S3 PA14AoprD LB
RUN2 Sl PAI4WT LB
RUN2 S2 PA14WT LB
RUN2 S5 PA14AoprD LB
RUN2 S6 PA14AoprD LB
102
103 We showed that the quality metrics obtained with BWA (mapper in TPP package of

104  TRANSIT) (16) were very different, being below the recommended thresholds, from those
105  observed with bowtie (17) (Supplementary Table S2 and S3). Although, there are no formal
106  criteria for determining what constitutes a good library and for excluding certain samples (18),
107  avery important metric is density, which should be above 30 % and ideally above 50 %. In our
108  study, density was above 50% for all the samples. The percentage of mapped reads was lowest
109  for sample S6 with around 65% of reads mapped. In addition, sample S6 showed NZ-mean
110  values of 14.4, which ideally should be greater than 50. To identify potential outliers, a
111 correlation matrix (Pearson coefficient) was computed (Supplementary Figure S1). The results
112 showed that correlation coefficients were higher between the same strains. With regards to

113 replicates, the coefficients were lower with sample S6, which was therefore discarded. Finally,
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114 we used samples S5 RUN2, SI RUNI and S3 _RUNI for the PA14AoprD LB condition and

115  samples SI_RUN2 and S2RUN2 for the PA14 WT LB condition.

116

117 Bowtie_ HMM and FiTnEss for reliable EGs identification of PA14 in LB

118 Many previous studies have reported the EGs for several PA strains grown on different
119  culture media (Supplementary Table S4) (11,15,19-21). First, we attempted to provide the
120  minimal set of EGs of PA14 grown in LB, being somehow the gold standard EGs, which are
121  expected to be retrieved in any set of EGs identified. From previous studies, 115 genes
122 (GOLD_115) were common to all studies for PA14 and by intersecting all datasets, we obtained

123 84 genes (GOLD_84) that represented a reduced but reliable list of EGs.

124 To determine which analysis will provide the most reliable set of EGs from our Tn-Seq
125  data, we compared the finely tunable TRANSIT suite with FiTnEss. Based on our GOLD 115
126 and GOLD_84 lists, we compared the EGs obtained from samples S1 and S2 (PA14 WT) using
127  bowtie and BWA with different parameters and normalization. First, for both gold standard lists
128  of EGs, less than 10% of genes were retrieved with BWA using Gumbel and HMM methods
129  whereas 40 to 50% were retrieved with bowtie using either Gumbel or HMM. (Fig. 1A).
130 Interestingly, considering EG and “growth defect (GD) genes, the HMM method identified
131 around 90% of gold standard EGs for both mappers (Fig. 1A). Second, using bowtie with
132 Gumbel or HMM, varying several parameters (see Material and Methods as well as the
133 Supplementary data), we confirmed that Gumbel led to shorter lists of EGs whatever the
134  parameters (Fig. 1B and Fig. S1). Surprisingly, we observed that using the mean read counts
135 with Gumbel increased results by 10%. For HMM, using the default mean read counts was
136  better than using the sum. Using the loess option predicted slightly more genes (194 EG and
137 602 EG+GD with loess option against 184 and 565 without loess option, respectively) but had
138 no impact on the percentage of gold standard EGs retrieved. Third, as normalization of the read

6
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139 counts prevented other sources of variability from being mistakenly treated as real differences
140  in datasets, we tested the several types of normalization proposed by the TRANSIT suite
141  (Totreads, TTR, Nzmean, Quantile, Betageom, Zinfnb and nonorm) for bowtie. HMM. We
142 found the highest amount of (EG + GD) with Quantile (690 and 2815) and Zinfnb (901 and
143 2815) normalization (Fig. 1C), but the number of identified genes were higher and therefore
144  probably contained more false positives (Fig. S4). The default TTR normalization preserved

145  good sensitivity and specificity.

A BWA_GUMBEL_EG B GUMBEL_EG

100 GUMBEL_EG EB 100 HMM_EG GO_loess

BWA_GUMBEL_EG+EB - bowtie_HMM_EG+GD

50

25 GUMEEL EG_mean HMM_EG_loess
BWA_HMM_EG bowtie_HMM_EG

GUMBEL_EG EB_mean HMM_EG GD_sum
BWA_HMM_EG+GD bowtie_GUMBEL_EG+EB
bowtie_GUMBEL_EG HMM_EG.GD
HMM_EG
C HMM_EG+GD HMM_EG+GD_zinfnb
100

HHM_EG_nonom HMM_EG_zinfnb

HMM_EG+GD_nonorm HMM_EG+GD_totreads @ Gold Standard 84

@ Gold Standard 115

HMM_EG_betageom HMM_EG_totreads

HMM_EG+GD_betageom HMM_EG+GD_nzmean

HMM_EG_quantile HMM_EG_nzmean
HMM_EG+GD_quantile

Figure 1. Assessment of Tn-Seq analysis methods. (A) Impact of the mapper on EGs determination
illustrated by a radar plot showing the percentage of gold standard EGs identified by each method.
(B) Impact of the different software parameters on EGs determination illustrated by a radar plot
showing the percentage of gold standard EGs identified by each method (C) Impact of normalization
on EGs determination illustrated by a radar plot the percentage of gold standard EGs identified by
each method. For each panel: in blue the data set containing the GOLD_84 and in red the GOLD 115
from WT grown in LB. EG = Essential class, EB= Binomial class, GD = Growth Defect class.
146

147 Lastly, we determined the number of EGs identified with bowtie (Gumbel or HMM)

148  versus FiTnEss, which returned a FWER stringent list included in the FDR results (see
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149  Materials and methods section for a description of the statistical methods). As expected from
150  previous results Gumbel identified very few EGs (205 EGs and 274 EGs) and around 50 % of
151  gold standard EGs were present in these sets. HMM produced better results with over 90 % of
152 gold standard EGs identified in the list obtained by considering both EGs and growth defect
153 genes. FiTnEss, even with the stringent list of 358 EGs produced with FWER, contained more
154 than 95 % of the GOLD 84 and 90 % of the GOLD 115 EGs. Reducing stringency with FDR
155  yielded an EGs list of 609 genes containing 100 % of the gold standard EGs (Table 2). FiTnEss
156  was the only method capable of identifying all the expected genes previously identified as
157  essential and appeared to return a reliable list of EGs. Overall, these findings showed that

158  bowtie HMM and FiTnEss FDR were recommended for our Tn-Seq analysis.

159  Table 2: Number of EGs identified with Gumbel, HMM and FiTnEss methods.

Number of EGs GOLD_84" GOLD_115*
GUMBEL_EG 205 48,81 46,09
GUMBEL_E+EB 274 52,38 53,91
HMM_EG 184 38,10 37,39
HMM_Gs+GD 565 91,67 90,43
FiTnEss _FWER 358 95,24 89,57
FiTnEss _FDR 609 100,00 100,00

160  “The percentage of the reduced reliable list of gold standard EGs GOLD 84 and GOLD 115.
161

162  Identification of the EGs specific to PA14AoprD
163 As FiTnEss produced a list of EGs for one condition, we intersected the set of EGs
164  provided by FiTnEss FDR from PA14 WT and PA14AoprD to obtain the specific EGs of the

165  OprD-deficient PA14 strain in LB. In the genes obtained with bowtie. HMM, we identified
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166  genes exhibiting statistically significant variability of insertion counts across PA14 WT and
167  PA14AoprD (conditionally EGs) either by three statistical methods (Anova, Resampling and
168  Zinb) available in the TRANSIT suite to determine, or by intersecting as performed for FiTnEss

169  (see Material and Methods and Supplementary data for more details).

250—

bowtie_ HMM_Anova
bowtie_ HMM_Resampling
bowtie_ HMM_Zinb
FiTnEss FDR

FiTnEss FDR_FILTER
bowtie_ HMM_intersection

200

150 -

OORDEEN

Number of genes

PA14 WT vs PA14AoprD

Figure 2. Number of genes conditionally essential in LB for PA14AoprD compared to PA14 WT.
Comparison of the numbers of GEs only in one of the two PA 14 strain tested obtained with different
analysis methods.

170

171 As intersections might lead to false positive, we filtered out the genes specific to one
172 condition (WT or AoprD) that are not classified as non-essential in all samples in the other
173 condition (AoprD or WT, respectively). This filter reduced the number of genes for FiTnEss
174  but did not impact the number of genes obtained with bowtie HMM. The total of conditionally
175 EGs for PAl4AoprD and PA14 WT were 31 (bowtiec HMM Anova), 49
176  (bowtie. HMM Resampling), 218 (bowtic HMM _Zinb), 197 (FiTnEss_FDR), 117 (FiTnEss
177  FDR _FILTER) and 135 (bowtie. HMM intersection). Only 3 genes were common between all
178  the methods. The methods based on intersection (FiTnEss FDR, FiTnEss FDR_FILTER and

179  bowtie HMM intersection) shared more EGs among the dataset than those obtained with the
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statistical methods. By focusing on the shortest list of 117 EGs found by FiTnEss FDR_FILTER,
we identified 30 conditionally EGs for PA14AoprD vs PA14 WT. As our 84 gold standard EGs
(GOLD _84) were supposed to be essential for all PA strain in any culture medium, we
confirmed they were not included in the aforementioned lists of conditionally EGs (only 3/84
genes were not absent in the set of genes obtained with bowtie. HMM). Moreover, we
confirmed that the oprD gene was considered as EG in PA 14AoprD but not in PA14 WT. Finally,
we obtained a short but reliable strong set of 30 EGs in LB specific to PA14AoprD compared

with PA14WT (Table 3).

Table 3: List of RPKM for the EGs determined to be specifics to PA14AoprD.

Locus Tag Name RPKM PA14 WT RPKM PA14AoprD
PA14 RS01270 7 23.666 2.484
PA14 RS04505 7 20.633 0
PA14 RS05905 iscX 35.395 0.6319
PA14 RS09230 cpxR 7.8689 1.2182
PA14 RS11895 1si2 67.401 0.8142
PA14 RSI12140 bqsS 80.294 0.8071
PA14 RS13385 / 198.69 30.934
PA14 RS13560 pvdG 62.052 10.998
PA14 RS13665 / 25.501 6.6364
PA14 RS13690 / 23.72 1.7321
PA14_RS14055 / 3.8567 0
PA14 RS14990 / 26.746 3.0256
PA14 _RS15035 i/ 8.5298 0
PA14 RSI5170 opdO 101.93 12.968
PA14 RS15565 / 6.0981 0
PA14 _RSI15605 mexX 19.539 0.1067
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PA14 RS15660 fahA 21.369 3.132
PA14 RS15800 exak 23.264 3.0936
PA14 RS17305 pscS 27.58 3.5705
PA14 RSI18035 ccoO 48.767 13.558
PA14 RS18045 ccoP 30.46 8.4445
PA14 RS19615 / 31.314 1.7252
PA14 RS22095 pdxJ 93.984 6.8983
PA14 RS22870 / 17.336 0
PA14 RS25565 penB 33.939 16.314
PA14 RS25580 panC 25.796 4.9059
PA14 RS27060 acek 63.29 17.359
PA14 RS27920 / 21.391 0.8821
PA14 RS29395 prfH 51.865 0.1033
PA14 RS30300 / 137.36 0

Most of these genes were not annotated and therefore have as yet unknown functions.
Since OprD is a specific porin that imports small basic amino acids (arginine, lysine, histidine
and ornithine) into PA, we focused on genes related to the metabolism of those basic amino
acids. Two genes leading to precursors of the tricarboxylic acid (TCA) cycle were identified:
panC and fahA. panC encodes a pantoate--beta-alanine ligase (also known as pantothenate
synthetase) that produces (R)-Panthothenate, which plays a role in the production of Coenzyme
A (22). fahA encodes a fumarylacetoacetase that produces fumarate, which is one of the key
components of the TCA cycle (23). As the TCA cycle provides precursors of certain amino
acids (24,25), and gluconate is used in the Entner-Doudoroff pathway that produces pyruvate,

needed for TCA cycle (26), we hypothesized that lacking panC or fahA precludes PA14 from
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200  compensating such a nutritive defect, in which the import of arginine, lysine, histidine and

201  ornithine is diminished due to a non-functional OprD porin (AoprD).

202

203  Silencing panC but not fahA affects PA14AoprD growth

204 We sought to confirming biologically the essentiality of these two genes for PA14AoprD
205  grown in LB. To this end, we first attempted to carry out clean deletions of panC and fahA. We
206  succeeded in constructing PA14 WT as well as PA14AoprD mutants lacking fahA. Neither of
207  these two FahA-deficient isogenic strains showed any growth defect when grown in LB media.
208  fahA was therefore not an essential gene for growth in LB for PA14 (WT and AoprD). In
209  contrast to the fuhA gene, despite numerous attempts, we were unable to cleanly delete panC
210  in PA14 WT nor in PA14AoprD. The inability to delete panC in PA14 WT and PA14AoprD
211  suggested its essential character for LB growth. However, we could not rule out a bias since we

212 used the same media for deletion and Tn-Seq.

213 Consequently, we aimed at gradually silencing panC to determine whether its low or
214  near-zero expression could prevent the growth of PA in LB. To this end, we employed the
215  CRISPR Inhibition method using a Mobile-CRISPRi vector, which embedded a gene-specific
216  sgRNA and a catalytically dead Cas9 inducible with arabinose (27,28), to control gene
217  expression. CRISPRIi isogenic strains were constructed to silence panC in PA14 WT and
218  PAl14AoprD, but also fahA, to confirm our previous results. Both CRISPRi PA14 WT and
219 PA14AoprD were compared with their isogenic control strains carrying a CRISPRi module

220  with a non-specific sgRNA that did not bind to the PA chromosome.

221 Although the growth curves were quite similar for the isogenic strain grown in LB +/-
222 0.1% arabinose (no and weak panC silencing), we observed a growth defect for the OprD-

223  mutant strain when panC was deeply silenced at the maximal non-toxic concentration of
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224 arabinose (1%) (Fig. 3A) (27). To a lesser extent, such a growth defect was also observed for
225  PA14 WT. To complete our LB growth analysis when panC was silenced, we determined the
226  Maximum Growth Rate (MGR) of each growth curve. As shown in Figure 3B, at 1% arabinose,
227  we evidenced a decrease in MGR in panC-silenced PA14 WT and PA14AoprD (4.25.10%s™! and
228 3.64.107%s’!, respectively) compared to their respective control (5.10.10s™! and 5.09.10%s™,
229  respectively). Interestingly, silencing panC had a more negative impact on bacterial growth of

230  PA14AoprD than PA14 WT in LB.

A Untreated +0.1% arabinose +1% arabinose

+ PA14WT sg CTL
=~ PA14 WT sg panC
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Figure 3: Biological verification of panC essentiality in PA14AoprD shows reduced growth and
biomass. (A) Growth curves of PA14 WT sg CTL, PA14 WT sg panC, PAl14AoprD sg CTL and
PA14A0prD sg panC (pink, green, dark purple and light purple respectively) were realized in Tecan. LB
media supplemented were supplemented with various concentration of arabinose (0.1% or 1%) for 6
hours (n=3). (B) Maximal Growth Rate of the PA14 CRISPRIi strains for the Tecan growth curves.
Maximum Growth Rate (MGR) was determined as the maximum value of the derivative of the
logODeoo using R software. Statistics were achieved by unpaired t-test: ***, p <0.001; **, p <0.01. (C)
Colony count of the PA14 CRISPRi stains after culture LB media supplemented with various
concentration of arabinose (0.1% or 1%) for 6 hours. All data represent mean values of 5 independent
biological replicates, and error bars indicate standard deviation. Statistics were achieved by Mann-
Whitney test. Asterisks indicate values that are significantly different as follows: *p <0.05; **p < 0.01;
**p < 0.001; ns (Not significant).
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232 Next, using colony-forming unit counting, we determined cell viability according to
233 whether the panC gene was silenced or not. On one hand, we found no difference in CFU for
234 PA14 WT (sg panC) compared with its control (sg CTL) at 0, 0.1% and 1% of arabinose (Fig.
235  3C). On the other hand, we found no difference in CFU for PA14 AoprD (sg panC) compared
236  with its control (sg CTL) at 0 and 0.1% arabinose, but when panC was deeply silenced (1% of

237  arabinose), we evidenced a decrease of 68% of CFU compared to its control (sg CTL).

238 Using these approaches to assess the growth of fahA-silenced PA14 WT and PA14
239 AoprD, we confirmed that fah4 was not essential for growth in LB of the PA14AoprD strain.
240  Indeed, we found no difference in terms of growth curves, MGR and CFU counting between

241  the sg fahA strains and their sg CTL isogenic control strains (Fig. S2).

242 Overall, these results showed that silencing panC had a negative impact on the growth
243 of the OprD-mutant PA14 strain in LB. This allowed us to define panC as a “growth defect”
244  gene. However, given that the CRISPRi method is not equivalent to a clean deletion, it is likely
245  that the persistence of a very slight expression of panC explained why we still harvested CFUs
246  and therefore were unable to classify unambiguously this gene as an EG for PA14 AoprD in

247  vitro (LB).

248

249  Lack of uptake by OprD does not explain the need of panC for in vitro growth

250 We assessed whether compensating the decrease of basic amino acids produced by the
251  TCA could overcome the growth defect in PA14 WT but not in PA14 AoprD when panC was
252 silenced. Using minimal media (M9 minimal salt) supplemented with arginine, lysine, histidine
253  and ornithine but also with gluconate (also imported by the OprD porin), we counted CFUs on
254  agar plates after CRISPRIi silencing of panC (1% arabinose, for 6h). Although we observed less

255  viable PA14 cells for both panC-silenced PA14WT and PA14AoprD (Sg panC) than for their
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256  respective controls (Sg CTL) when supplemented with amino acids (Fig. 4), no statistical
257  difference was found between PA14 WT (green bar) and PA14AoprD (purple bar). Such a
258  supplementation was not sufficient for PA14 WT to cope with the lack of panC and provide
259  better growth than the OprD mutant PA14, which cannot benefit from such supplementation.
260  These results showed that lack of import by the OprD porin did not explain why silencing panC

261  led to an in vitro growth defect of PA14 AoprD.
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Figure 4: Lack of import linked to OprD porin loss did not cause panC essentiality for the
PA14AoprD strain. (A) Hypothesis of the consequences for PA14AoprD of the inhibition of panC.
Red arrows indicate the supposed diminutions observed when panC is not functional. Created with
BioRender.com. (B) Colony count of the PA14 CRISPRI stains after culture with 1% arabinose in
Minimal Media M9 supplemented with glucose or gluconate, with or without the 4 amino acids using
the OprD porin (Arginine, Lysine, Histidine and Ornithine) for 6 hours. All data represent mean values
of 4 independent biological replicates, and error bars indicate standard deviation. Statistics were
achieved by Mann-Whitney test. Asterisks indicate values that are significantly different as follows:
*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ns (Not significant).
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263  Silencing panC impacts the FAS pathway in OprD-deficient PA.
264 Given that lacking the panC-encoded pantothenate synthetase could preclude CoA
265  production, which is needed for fatty acids (FA) production (29), we hypothesized that silencing

266  panC, could lead to deregulate FA synthesis (FAS) and affect the membrane structure.

267 FA play an important role in membrane structure, modulating membrane fluidity. The
268  more unsaturated FA present, the greater the membrane fluidity. It has been reported that sigX
269  regulates the expression of cmpX and various enzymes involved in FAS by balancing the ratio
270  of saturated and unsaturated FA. Overexpression of sigX increased short FA, the fabD, fabG,
271 fabY and fabZ genes are each involved in different stages of the FAS pathway, and then
272 membrane fluidity (30-33) (Fig. SA). Accordingly, we assessed the expression of these genes
273 in the context of silencing panC in the isogenic PA14AoprD and PA14 WT strains. As shown
274 in Figure 5B, we found no difference in sigX and cmpX expression between the two CRISPRi
275  control strains (1.03 and 1.03-fold change respectively for PA14AoprD sg CTL compared to
276  PA14 WT sg CTL). Therefore, loss of the OprD porin did not appear to impact sigX and cmpX
277  expression. However, we highlighted that sigX expression was drastically decreased upon panC
278  silencing in PA14 WT sg panC and PA14AoprD sg panC compared to PA14 WT sg CTL (0.47
279  and 0.26-fold change respectively), with slightly lower expression in the OprD mutant strain
280  (Fig. 5A). We noted a trend towards the decreased expression of cmpX in PA14AoprD sg panC
281  with a non-significative 0.54-fold-change. Our results were found to be agreement with a less

282  fluid membrane.

283 We did not find any significant change in fabD, fabG, fabY and fabZ expression in
284  PA14AoprD sg CTL compared with PA14 WT sg CTL (0.87, 0.98, 1.02 and 1.10-fold change,
285  respectively) (Fig. 5C). Although we showed a non-significant 0.58-fold change expression of
286  fabY for PA14AoprD sg panC compared PA14 WT sg CTL, we found decreased expressions of

287  fabD, fabG and fabZ (0.46, 0.52 and 0.62-fold change, respectively). For fabD, we also
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288  observed a decreased expression for PA14 WT sg panC versus its control (Fig. 5C). Overall,
289  these results indicated a decrease in unsaturated FA synthesis when panC was silenced, which
290  and could therefore affect the membrane homeostasis. This could explain the essential nature

291  of'the panC gene in the OprD-defective PA14 strain.

Bl PA14WTsgCTL
Bl PA14WT sg panC
W PA14A0prD 5g CTL
B PA14A0prD sg panC

acyl-ACP

NaoH _~ WADPH
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trans-2-enoyl-ACP W PA1440prD sg CTL
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Figure S: Silencing panC deregulates the expression of FAS genes. (A) FA biosynthesis pathway.
(B) Relative expression of sigX and cmpX in PA14 WT sg panC (dark green) and PA14AoprD sg
panC (light purple) in comparison to their isogenic PA14WT and PA14AoprD strain carrying sg CTL
(pink and dark purple respectively), exposed to 1% arabinose for 6 hours, normalized with gyrB. (C)
Relative expression of fabD, fabG, fabY and fabZ in PA14 WT sg panC (dark green) and PA14AoprD
sg panC (light purple) in comparison to their isogenic PAI4WT and PA14AoprD strain carrying sg
CTL (pink and dark purple respectively), exposed to 1% arabinose for 6 hours, normalized with gyrB.
All data represent mean values of 6 independent biological replicates, and error bars indicate standard
deviation. Statistics were achieved by Wilcoxon test. Asterisks indicate values that are significantly
different as follows: *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ns (Not significant).
292

293 Silencing panC reduces virulence of OprD-deficient PA against 1l6HBE human bronchial
294  epithelial cells

295 Carbapenem-resistant OprD-deficient PA strains are a global threat as physicians may
296  face therapeutical impasses. In light of our findings concerning the functional and metabolic
297  alterations of PA14 AoprD upon silencing panC, we investigated whether a therapeutical
298  strategy aiming at inhibiting panC could be an anti-virulence strategy for treating PA infections.

299  We infected 16HBE cells with PA14 WT sg panC and PA14AoprD sg panC, as well as their

17

70



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

300 isogenic CRISPRI control strains (PA14 WT sg CTL and PA14AoprD sg CTL) and monitored
301  the 16HBE cell death for 48 hours by time-lapse microscopy. When setting up our 1l6HBE
302  infection model, we found that 1% arabinose, for CRISPRIi induction, precluded propidium
303  iodide-based fluorescence monitoring as well as image analyses (Fig. S3). We assumed that 1%
304  arabinose may reach a toxic concentration for bacteria delaying the time of cell death of 16HBE
305 by all CRISPRI strains. Then, we induced CRISPRi upon exposure to 0.5% arabinose during
306  16HBE infection. To rigorously analyze the images obtained from time-lapse microscopy, we
307  used 3 different techniques to compare three readouts for assessing 16HBE cell death by PA:
308 (i) the 50% intensity time (IT50), (ii) the threshold time according to intensity (TTI) and (iii)
309  the 50% of dead cells time (DCT50) (Fig. 6). We evidenced increased virulence for PA14AoprD
310 sg CTL against 16HBE cells compared to PA14 WT sg CTL with lower TTI (11.74 vs 14.94h,
311 respectively) and DCT50 (11.44 vs 17.94h, respectively) (Fig. 6C). These results were in
312 agreement with previous studies (11-13). We found an increased IT50 when inhibiting pan(C in
313 PA14 WT (27.4h for sg panC vs 21.9h for sg CTL) while TTI and DCT50 readouts were not
314  statistically increased. This could be explained by the late fluorescence intensity associated with
315  bacterial death that created a haze interfering with the intensity measurements, which was
316  therefore erroneously considered as delayed. IT50 turned out to be the least reliable readout,
317  which reinforced our strategy of analyzing cell death in terms of IT50, TTI and DCT50. Such
318  adiscrepancy led us to draw no conclusion on the effect of pan(C inhibition in PA14 WT. In the
319  case of PA14AoprD, based on the three readouts, we found that the time of 16HBE cell death
320 following infection was greatly extended when panC (PA14AoprD sg panC) was silenced
321  compared with its isogenic control (PA14AoprD sg CTL) (26.5h vs 11.4h for DCT50; 16.9h vs
322 11.7h for TTL and 26.8h vs 19.7h for IT50). Moreover, silencing panC in PA14AoprD also

323 showed extended cell death time compared to PA14 WT sg CTL (respectively 16.9h vs 14.9h
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with TTI and 26.5h vs 17.9h with DCT50). Overall, we showed that pan(C inhibition reduced

the virulence of the carbapenem-resistant OprD mutant PA 14AoprD.

A B
Strain Strain Intensity / Time Dead Cells / Time

e . /
PA14 WT sg CTL PA1AWTsgCTL || /,’ i /
A { /
PA14 WT sg panC PA14 WT sg panC L / H
B ...... S / /

ITS50 T DCT50

—_— Bl PA14WTsg CTL
Bl PA14 WT sg panC
Bl PA14A0prD sg CTL
[ PA14A0prD sg panC

Time (hour)
Time (hour)

0

Figure 6: Silencing panC reduced virulence of OprD-deficient PA against 16HBE cells. (A)
Kinetics of 16HBE cell death following infection with CRISPRi isogenic OprD-producing (WT sg
CTL and sg panC) and its OprD-defective derivative PA14 strains (AoprD sg CTL and sg panC) for
panC inhibition. Dead cells are marked with propidium iodide and appear red. (B) Curve of intensity
over time corresponding to the well shown in (A). The red dotted line corresponds to the threshold
time according to intensity (TTI) that is the time at which the intensity measured crosses the arbitrary
threshold set at 6000 (arbitrary units). The blue dotted line corresponds to the 50% intensity time
(IT50). Percentage of dead cells over time is represented on the right. Red lines indicate the time
corresponding to 50% dead cells time (DCT50) for each strain. Standard deviations are displayed in
grey. (C) Average time for cell death for PA14 WT sg CTL, PA14 WT sg panC, PA14AoprD sg CTL
and PA14AoprD sg panC depending of the used readout (IT50 on the left, TTI in the middle and
DCT50 on the right). All data represent mean values of 3 independent biological replicates, and error
bars indicate standard deviation. Statistics were achieved by ordinary one-way ANOVA followed by
Tukey’s multiple-comparison test. Asterisks indicate values that are significantly different as follows:
*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ns (Not significant).

19

72



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

327 Discussion

328 The loss of the OprD porin is the major determinant of resistance against the last resort
329  carbapenem antibiotics (34). OprD loss has been described as a basis for enhanced fitness and
330  virulence in vivo (11-13). Therefore, tackling carbapenem-resistant OprD-deficient PA is in
331  line with the World Health Organization (5,35), which considers carbapenem-resistant PA as a
332 critical priority for which new antimicrobial drugs or alternate therapies are needed. Following
333  the example of many studies that have determined EGs PA14 WT in various condition
334 (11,15,19,20), we used Tn-Seq to determine, for the first time, the specific EGs of PA14AoprD
335  in LB. After evaluating the best bioinformatic method to analyze our Tn-Seq data, we found an
336  EG for in vitro growth of PA14AoprD that was likely to be a potential target for alternate

337  therapies.

338 A large number of algorithms have been developed to analyze Tn-Seq data, including
339 HMM-based methods for identifying essential sites and regression analyses using gene
340  saturation or series of consecutive empty sites. These approaches were implemented in tools
341  such as TnseqDiff (36) ESSENTIAL (37), Magenta (38), Tn-seq Explorer (39), ARTIST (40),
342 TRANSIT (18), TSAS (41). FiTnEss, was introduced to define the core essential genome of
343 PA, as another statistical method developed to identify EGs (15). TRANSIT is the most popular
344  tool and includes a high number of tools for analyzing Tn-Seq data, from pre-processing to
345  gene enrichment. One of the main limitations of available studies is the absence of a gold
346  standard set of EGs to evaluate the analysis process. Indeed, many studies determined EGs for
347  PA based on their own reference and not on a set of reference genes that could be used to
348 initially validate any method to be considered. Thus, (i) by establishing two sets of gold
349  standard EGs (GOLD 115 and GOLD 84), we concluded that Bowtie HMM and FiTnEss
350  enabled us to identify reliable EGs of each PA14 WT and PA14AoprD, and (ii) by intersecting

351  the EGs (FiTnEss FILTER and Bowtie HMM intersection), we identified a strong, short but
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352 reliable set of 30 EGs in LB specific to PA14AoprD versus PA14WT. We anticipate that
353 making our GOLD 115 and GOLD_84 publicly available will help the scientific community

354  for future Tn-Seq analyses.

355 Among the EGs for in vitro growth in LB of PA14AoprD, we focused on two genes,
356  fahA and panC, linked to the TCA pathway. It is worth noting that despite all the bioinformatics
357  precautions described above, the biological validation of an EG remains an imperative. We
358  invalidated fahA since its PA14AoprD clean deleted mutant, among other things (see results)
359  was viable in vitro. For panC, we failed to delete it in PA14AoprD but we showed, using a
360  CRISPRIi approach, that when silenced, it impacted PA14AoprD with reduced growth in LB.
361  Such a strategy did not fully inhibit gene expression, unlike clean deletion. Thus, although we
362 could not affirm that panC is a stricto sensu EG, it could at least be considered a growth defect

363  gene for PA14AoprD in LB.

364 panC codes for pantothenate synthetase that produces pantothenate, which is required
365 for CoA production. Moreover, within cultures of Escherichia coli or Salmonella
366  Typhimurium, it has been reported that pantothenate supplementation increased the synthesis
367  of molecules requiring CoA intermediates (42—44). Hence, as CoA is needed in the TCA cycle,
368  deregulation of CoA production by panC, in the pantothenate pathway, could impact the
369  downstream effects of the TCA cycle (45,46). Our first hypothesis to link the EG panC to OprD
370  was that the deregulation of the TCA could decrease arginine, lysine, histidine and ornithine
371  synthesis, and thus could not compensate for the lack of import of these basic amino acids due
372 to the loss of OprD. Using culture supplemented with these basic amino acids, we showed that
373  the lack of uptake by OprD did not explain the essentiality of panC for in vitro growth. Given
374  that, OprD is the second major porin present within the membrane of PA, OprF being the first
375  one (10), and OprF has been previously described as playing a key role in maintaining PA

376  membrane integrity (10), we questioned whether FAS impairment following TCA deregulation

21

74



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

377  could have a highly deleterious impact on the membrane of the OprD-deficient PA14 strain.
378  We found a decreased expression of the mechanosensitive ion channel-encoding cmpX gene
379  and its regulator, the extracytoplasmic sigma factor sigX (47) in PA14AoprD when panC was
380  silenced, which pointed to altered membrane structure. In line with these results, we showed a
381  decrease in the expression of genes involved in FAS, particularly fabD, which is involved in an
382  early stage of the FAS (32), and fabG, fabY and fabZ, which participate in FA elongation
383  leading to unsaturated FAs (48). Taken together, these results indicated that the essentiality of
384 panC in the OprD-defective PA14 strain was likely due to an alteration in membrane

385  homeostasis consecutive to a decrease in unsaturated FA synthesis in the absence of panC.

386 While all organisms synthesize CoA, humans cannot synthesize pantothenate de novo,
387  offering therefore a bacteria-specific target. Such a strategy was previously considered (49,50),
388  but sidelined because antimicrobial susceptibility testing failed to show in vitro growth
389  inhibition of bacteria treated with competitive inhibitors of pantothenate synthetase (51,52). It
390  was suggested that either pantothenate synthetase was not susceptible to inhibition or its
391  inhibition was irrelevant to bacterial survival and growth. However, it has been recently
392 described that CoA synthesis was essential in Toxoplasma gondii tachyzoites because they were
393 unable to salvage CoA or intermediates from the pathway (53). Thus, pantothenate synthesis
394  has been proposed as a promising target for 7. gondii persistence. On one hand, based on the
395  essentiality of panC in vitro for PA14AoprD, we took into question the irrelevance of inhibiting
396  the pantothenate synthetase. On the other hand, taking our results into account, these recent
397  findings boosted our interest in targeting panC during PA infections as an alternate
398  therapeutical strategy in the context of antimicrobial resistance. PA is a major pathogenic
399  bacterium involved in often fatal respiratory tract infections in cystic fibrosis and chronic
400  obstructive pulmonary disease patients but also critically ill patients hospitalized in intensive

401  care unit. PA penetrates through the airway tract, and the human airway epithelium is the
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physical and functional barrier that prevents infection from inhaled pathogens (54). For this
reason, we assessed the anti-virulence potential of pan( inhibition in a 16BHE model of PA
infection. We showed that silencing panC by CRISPRi extended the time of cell death by the

carbapenem-resistant OprD-defective PA14 strain compared to that of the non-silenced strain.

To conclude, we introduced a gold standard dataset of EGs available to compare the
metrics of different methods for Tn-Seq analysis. It allowed us to provide, for the first time, the
EGs in vitro of PA14AoprD. The reason of essentiality of one of them, panC, was deciphered
and we shed a new light on its inhibition as a target for treating carbapenem-resistant OprD-
defective PA pulmonary infections. We are aware that our results represent only a first step, but
we anticipate to further complete our findings by identifying the EGs of PA14AoprD during

infection in vivo and searching for potential panC inhibitors.
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413 Material and methods
414

415  Bacterial strains and growth conditions

416  The laboratory strain P. aeruginosa PA14 UCBPP (55) (and its derivatives were used in this
417  study. The PA14 parent wild-type (WT), mutant lacking OprD (AoprD by clean deletion) and
418  the OprD mutant complemented with oprD under the control of its native promoter strains were
419  gifts from D. Skurnik (11,12). CRISPRIi strains were made using two plasmids pJMP1039 and
420  pJMP1237, that were a gift from Carol Gross & Jason Peters & Oren Rosenberg (Addgene
421  plasmid # 119239; http://n2t.net/addgene:119239; RRID:Addgene 119239 - Addgene plasmid
422 #119262; http://n2t.net/addgene:119262; RRID:Addgene 119262) with E.coli MFD strain as
423 donor. CRISPRI strains were made for silencing two gene, panC and fahA4 in PA14 WT and
424  PAl4AoprD, and a control strain was made using a non-targeting spacer against PA14 DNA.
425  List of the strains used for this work are referenced in table S1 and plasmids in table S5.
426  Bacterial cultures were incubated at 37 °C on Lysogeny Broth (LB) (BD Difco™) or M9

427  Minimal Salts, 5x (BD Difco™) when needed under agitation at 250 rpm.
428

429  PA14 AoprD TnBank preparation

430  To construct the TnBank, PA14 AoprD was grown overnight in lysogeny broth (LB) and F.
431 coli SM10Apir/pSAM_DGH was grown overnight in LB + gentamicin 15pg/mL at 37°C at 250
432 rpm. Equal volumes of both cultures were mixed and centrifuged for 5 min at 3000 rpm. Pellets
433 were resuspended with 200 pL of water for two washes, and finally resuspended in 200 pL of
434 LB. Mattings for conjugation were performed by plating mixed bacteria in spots onto LB agar
435  for 3 hours at 37°C to transfer pSAM_DGH into PA14 AoprD. The transposon embedded in
436  the plasmid was randomly inserted into a single TA site per PA14 AoprD bacterium,

437  inactivating the gene wherever it was found. The spots were then resuspended in LB and
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438  mutants selected on LB + gentamicin 30 pg/mL + irgasan 25 pug/mL at 37°C for 24 to 48 hours.
439  All colonies (around 300,000 mutants) were scrapped and conserved in cryotubes, which were
440  finally pooled in 60 mL of LB with gentamicin 20 pg/mL and cultured for 2 hours at 37°C at
441 250rpm. The resulting PA14 AoprD Tn Bank was dispensed into 1mL cryotubes containing

442  glycerol for storage at -80°C.
443

444  Tn-Seq samples preparation

445  TnBanks samples were prepared as described previously (11-13). Briefly, TnBanks were grown
446  overnight in SmL of LB at 37°C at 250 rpm. Cultures were diluted to ODsoo=1 and centrifuged
447 15 min at 3000 rpm. Bacterial DNA was extracted with QIAamp® minikit (Qiagen) and digested
448  with Mmel enzyme for 4 hours at 37°C. Samples were then purified with QIAquick® PCR
449  Purification kit (Qiagen) and run on 2% agarose gel to only retrieve fragments between 1500
450  and 2000 bp, which were then purified with QIAquick® Gel Extraction kit (Qiagen). DNA was
451  next ligated to Illumina adapters and amplified by PCR to obtain libraries, which were then

452 sequenced using a NextSeq500.

453

454  Pre-processing steps

455  Reads were collected in a single file per sequencing run. To filter out PhiX reads, the reads of
456  an [llumina technology control were mapped against the PhiX sequence with bowtie2 (56) and
457  the resulting unmapped reads were retained. PhiX reads accounted for 24% and 23%
458  respectively in each run. The reads contained the P2 adapter, then the sample-specific barcode
459 (6 bp), 16-18 bp of the PA genome followed by the reverse complement of the 30-nucleotide

460 P1M6GAMmel sequence.
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461 (ACAGGTTGGATGATAAGTCCCCGGTCTATC). To identify the reads from each sample
462  and extract the 16-18 bp of PA for downstream analysis, cutadapt (57) was used with this
463  command line: cutadapt -g
464  "sample BARCODE(6nt);min_overlap=6;e=0...ACAGGTTGGATGATAAGTCCCCGGTC
465 TATC;min_overlap=30;e=0" --discard-untrimmed -m 16 -M 18 - 0 -o output.fastq
466  noPhiX.fastq.

467  This command line extracted the subsequence with a size between 16 (-m 16) and 18
468  nucleotides (-M 18) that lay exactly between the sample barcode and the PIM6GAMmMmel
469  sequences in error-free reverse complement (e=0). At the end of this step, a Fastq file was

470  obtained for each sample containing only the 16-18 bp sequences from PA genome.
471

472 Read mapping and reads-counts file

473 Two mappers were used in this study using the trimmed fastq files: BWA (16) and bowtie (17).
474  BWA version 0.7.12 was directly used with the TRANSIT v3.2.3 tpp command on the PA
475  UCBPP-PA14 genome sequence (NC 008463.1), producing a .wig file. Bowtie 1.1.2 was used
476  with the option -v 0 (no mismatches) -m 1 (report only unique mapping) producing a sam file.

477  Scripts from https://github.com/SuzanneWalkerLab/5SATnSeq (sam_to_tabular.py and

478  make wig.py) were used to obtain a .wig file from the alignment file. FiTnEss took a sam file
479  asinput and returned a tally file with the script “tally.py”. Then the tally file is used with FitNess
480  function in R with defaults parameters but manually updating the reference genome to

481  NC_008463.1.

482
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483  Statistical methods to detect essential genes

484  The TRANSIT suite offers several statistical methods to detect essential genes. HMM proposes
485  a 4-state model allowing for detecting regions as essential (E), non-essential (NE), growth-
486  defect (GD) and growth-advantage (GA). The Gumbel method makes a call based on the
487  longest consecutive sequence of TA sites without insertion into genes and calculates the
488  probability of this using a Bayesian model. The important features of FiTnEss are that (i) it
489  evaluates genes (rather than individual TA sites or stretches of TA sites) and (ii) it uses a simple
490  two-parameter model to capture all the salient features of the data (the simple model having
491  greater statistical power). To vary the stringency, two different levels of multiple testing
492  adjustment can be applied: one with maximal stringency, which provides the most reliable set
493 of essential genes [family-wise error rate (FWER)], to identify genes with few or no sequencing
494  reads, and the other with high stringency but slightly relaxed [false discovery rate (FDR)] to
495  identify genes that are statistically significant but contain a low number of reads. Genes with

496  an adjusted P-value <0.05 in the replicates were predicted to be essential.

497

498  Methods for EGs determination (software and normalization)

499  Firstly, the impact of software parameters was studied for all the methods. The -r parameter is
500 available in the TRANSIT suite and allows replicates to be processed by averaging or summing
501 the reads counts in the datasets. By default, read counts are summed for Gumble and averaged
502  for HMM. This should not have effect on Gumbel, apart from potentially affecting spurious
503  reads. For HMM with regular datasets (i.e. mean-read count > 100) it is recommended to
504  average the read counts. For sparse datasets, it is recommended to sum the read counts, which
505  can produce more accurate results. The HMM implementation suggested to use the loess option,
506  which eliminates any bias linked to genomic position. Next, we investigated the impact of

507 normalization. Totreads normalizes datasets over the total read counts and scales them to have
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508  the same mean over all counts; TTR (Trimmed Total Reads), normalizes over the total read
509  counts (like Totreads), but trims top and bottom 5% of read counts. This is the recommended
510 normalization method for most cases as it has the benefit of normalizing for difference in
511  saturation in the context of resampling. Nzmean normalizes datasets to have the same mean
512 over the non-zero sites. Quantile normalizes datasets using the quantile normalization method
513  described by Bolstad et al. (58). Betageom normalizes the datasets to fit an “ideal” Geometric
514  distribution with a variable probability parameter p. Especially useful for datasets that contain
515  alarge skew. Zinfnb fits a zero-inflated negative binomial model, and then divides read-counts

516 by the mean. Finally, with nonorm parameter no normalization is performed.

517

518  Methods for conditional essentiality identification

519  Resampling, proposed in TRANSIT, is based on a permutation test, and determines the read-
520  counts that are significantly different from one condition to another. The ANOV A method, also
521  available in TRANSIT, performs a one-way ANOVA test for each gene under all conditions. It
522 takes into account the variability of normalized counts between TA sites and between replicates,
523  to determine whether differences between mean counts for each condition are significant.
524  Finally, the TRANSIT suite includes the Zero-Inflated Negative Binomial (ZINB) method,
525  which can be applied to two or more conditions at once. The TRANSIT authors showed that
526  the ZINB method typically identifies 10-20% more varying genes than resampling (and

527  significantly outperforms ANOVA in detecting significant variability between conditions).

528  From results obtained from EGs identification methods, e.g. FiTnEss FDR or HMM_Es+GD,
529 it was possible to intersect the lists of two conditions to obtain the EGs specific to each
530  condition. Inspecting the results, we decided to add a filter to these sets of genes filtering out

531  the essential genes in one condition which are not classified as non-essential for all samples of
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532 the other condition. Indeed, this case can potentially represent false positives, as the gene can

533 be discarded from the list of essential genes simply because it is missing in one sample.

534

535  EGs annotation
536 All the genes were annotated and clustered in function class using available resources from
537  different databases like BioCyc Genome Database Collection

538  (https://biocyc.org/PAER208963/organism-summary), The Pseudomonas Genome Database

539  (https://pseudomonas.com/) (59) or GenomeNet (https://www.genome.jp/dbget-

540  bin/www_bget?gn:pau).

541

542 Deletion mutant construction

543  Deletions of genes in PA14 AoprD strain were performed using the replacement vector pEXG2
544  (60). Upstream and downstream fragments of ~ 500pb flanking genes were amplified by PCR
545  from PA14 genomic DNA using overlapping primers. Linearized fragment of pEXG2 was also
546  obtained by PCR. The 3 fragments were ligated using the Gibson Assembly® Cloning Kit (New
547  England Biolabs). The created pEXG2::AfahA and pEXG2::ApanC were transformed into .
548  coli DH5a and positive clones selected on LB agar plates containing 15 mg/L of gentamicin.
549  To transfer the plasmid in PA14 strain, triparental conjugation were performed between donor
550  strain E. coli/ pEXG2::AfahA or pEXG2::ApanC, recipient strain PA14 WT and PA14AoprD
551  and helper strain E. coli HB101/pRK2013. The PA14 mutants were selected using LB agar
552 mediums supplemented with irgasan 25mg/L and gentamicin 75mg/L. The merodiploid
553  gentamicin-resistant PA14 strain was then cultured in LB broth containing 75 mg/L of
554  gentamicin to exponential growth and streaked onto LB agar plates containing 12% sucrose for

555 the allelic exchange. Sucrose-resistant colonies were tested to confirm gentamicin
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556  susceptibility, indicating excision from the genome of the pEXG2 backbone by double-cross-

557  over event and thus gene replacement. Gene deletions were verified by PCR and sequencing.

558

559  Construction of Mobile-CRISPRIi vector and strains
560  The oligonucleotides used to create the sgRNA were designed as described by R.W. Ward

561  (https://github.com/ryandward/Pseudomonas_sgRNA). Construction of vectors and strains was

562  performed following published protocols (28) with slight adjustments. Briefly, annealed
563  oligonucleotides were ligated to the Bsal-digested pJMP1237 plasmid. Such vectors and
564  pJMP1039 were transferred in £.coli MFD DAP- strains by electroporation. Mobile-CRISPRi
565  strains were constructed by tri-parental mating with PA14 WT or PA14AoprD. E. coli donor
566  strains for the plasmids (£.coli MFD DAP-::pJMP1039 and E.coli MFD DAP-::pJMP1237 with
567  chosen spacer) were grown overnight in LB + 300uM DAP + 100pg/mL ampicillin. The PA14
568  recipient strain were grown overnight in LB. Two milliliters of each culture were centrifuged
569  at 7000 x g for 2min. Pellets were resuspended together in ImL of LB and centrifuged and
570  washed in LB two more times. Final pellets were resuspended in 200puL of LB and streaked on
571  a cellulose filter and incubated overnight at 37°C. Filters were resuspended in SmL of LB and
572 vortexed. Pellets were resuspended in 200uL of LB and plated for selection on LB + gentamicin

573 75pg/mL. Vector integration were then verified by PCR and sequencing.

574
575  Gene silencing with CRISPRi

576  Strains transfected with the constructed vectors were cultured overnight at 37°C in LB at 250
577  rpm. Cultures were adjusted to ODgoo=0.05 and cultured if needed with 0.1% or 1% arabinose
578  either in 96 transparent flat bottom well plate using a SPARK® multi-mode microplate reader
579  (Tecan®) with 200uL per well for 24 hours at 37°C and 250 rpm and DOsqo lecture every 10

580  minutes, or in a classic culture tube for 6 hours at 37°C and 250 rpm that afterward were diluted
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581 at 10 and spread on LB agar to determine survival by colony count after 24h at 37°C. For
582  growth curves realized in SPARK® multi-mode microplate reader, Maximum Growth Rate were
583  determined following R script published in G. Royer paper (61). Results were analyzed by

584  unpaired t-test.
585

586 RT-qPCR

587  First-strand cDNA synthesis and quantitative real-time PCR was performed using the KAPA
588 SYBR® FAST kit (CliniSciences) on the LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) using the
589  primers indicated in Supplementary Table S6. Gene transcript levels were normalized to gyrB
590 as a housekeeping control gene. Gene expression levels were assessed using the 222t method
591  (62,63) in respect to the MIQE guidelines (63). The relative fold-difference was expressed
592  against the appropriate reference strains (PA14 WT CTL or PA14AoprDsg CTL). All

593  experiments were performed as six independent replicates with all samples tested in triplicate.
594

595  16HBE cells infection

596  16HBE cell line was obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD,
597  USA). Cells were grown in a fully humidified atmosphere with 5% CO; at 37°C. 16HBE cells
598  were seeded on a Falcon 24-well plate (Corning, New York, United States), coated with type I
599  collagen at 18.6 pg/mL (Sigma-Aldrich, Saint - Louis, United States), in Dulbecco's Modified
600  Eagle Medium (DMEM) GlutaMAX™ (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, United
601  States) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin (100
602  U/ml)/streptomycin (100 g/L). In each well, 350,000 cells were seeded on day 1 (D1), in
603  DMEM GlutaMAX™ medium with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin. At D3, when

604  the cells were confluent, they were washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) to remove
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605  antibiotics prior to infection with PA14 strains. For infection, 900 pL of FBS-free, antibiotic-
606  free DMEM GlutaMAX™ medium was added to 16HBE cells with propidium iodide and

607  arabinose if required. Cells were infected with 100uL of PA14 culture adjusted to 105 CFU/mL.

608

609  Time-lapse microscopy

610  Infected 16HBE culture were placed in the incubation chamber of an inverted microscope (Axio
611  Observer Z1, Zeiss®), at 37°C under 5% CO». Using MetaMorph® software (Molecular
612 Devices), time-lapse microscopy was performed with a CMOS ORCA Flash 4.0 V2 camera
613  (Hamamatsu, Japan), to record infection evolution by image acquisitions of the infected cells
614  every 30 min for 72h (3 images/transwell). For cell death visualization, at each time point, a
615  phase-contrast image and a red fluorescent image were recorded in parallel. Red fluorescence
616  signal corresponding to propidium iodide necrotic dye was captured with a 545/25-nm
617  excitation filter, a 570-nm beamsplitter, and a 607/70 bandpass emission filter. Composites
618  images were processed using Image J software (National Institutes of Health, USA) and were
619  then analyzed using three methods: 50% intensity time (IT50), time threshold according to

620  intensity (TTI) and 50% dead cells time (DCT50).
621

622  Fluorescence intensity analysis

623  IT50 is defined as the time required for the fluorescent signal to reach 50% of the maximal
624  intensity, which correspond to the maximum intensity plateau obtained during infection. It was
625  determined with log-logistics models by wusing “drc” package (https://CRAN.R-

626  project.org/package=drc) on R Software (R 4.2.1 GUI 1.79, R Foundation for Statistical

627  Computing, 2021). TTI is defined as the time required for the fluorescent signal to cross the
628  threshold (ie exceeds background level). It was determined based on an intensity threshold

629  calculated according to the spontaneous intensity of 16HBE cells over time, without bacteria,
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630  with and without the presence of 0.5% arabinose. Based on preliminary data, a threshold of
631 6000 (arbitrary units) was determined which correspond to an intensity point that cells without
632  PA14 infection did not reach. Time corresponding to the threshold value was calculated using

633 R Software.

634
635  Cell Death Analysis

636  The Trainable Weka Segmentation (TWS) plugin, a machine-learning tool, was utilized for
637  pixel-based classification (64). This plugin combines various image features with a wide array
638  of machine learning algorithms from the Waikato Environment for Knowledge Analysis
639  (WEKA) to categorize pixels into different class memberships. The procedural approach was
640  as follows. No pre-processing was necessary. The TWS classifier was created using a dataset
641  of 14 randomly selected images as the training data from a larger set of images. Region of
642  Interest (ROI) selections were performed to classify IP positive cells as class 1 and background
643  as class 2. Classifier was then trained and assessed for misclassified area. This training process
644  was repeated multiple times to fine-tune the classifier. The training features used included
645  Gaussian blur, the Hessian, the difference of Gaussian, and the Sobel filters. The classifier was
646  subsequently validated using a dataset of 24 representative image sequences. For each of the
647  three different experiments, stacks of 97 images were segmented by applying the classifier. A
648  FIJI macro was generated to count IP-positive cells, involving successive steps of processing,
649  including conversion to a mask, watershed segmentation, and analysis of particles. The number
650  of IP-positive cells for each image was then determined and associated with specific time points
651  to analyze cell death over time. From these data, we determined DCT50 by obtaining a
652  percentage from the number of dead cells, then the time corresponding to 50% dead cells was

653  calculated using R Software.

33

86



Article Scientifique

654

655

656

657

658

659

660

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Acknowledgement: The authors thank the Platform of Cell and Tissue Imaging (PICT) for
imaging core facilities. We would like to deeply thank Dr Christophe Audebert and Dr Delphine

Beury for their advice and technical assistance.

Funding: This research was funded by the University of Reims Champagne-Ardenne (URCA)

and the French National Institute of Health and Medical Research (Inserm).

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

34

87



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

661 References

662

663 1. Gellatly SL, Hancock REW. Pseudomonas aeruginosa : new insights into pathogenesis and
664  host defenses. Pathogens and Disease. 2013;67(3):159-73.

665 2. Hauser AR, Jain M, Bar-Meir M, McColley SA. Clinical significance of microbial infection
666  and adaptation in cystic fibrosis. Clin Microbiol Rev. 2011;24(1):29-70.

667 3. Williams BJ, Dehnbostel J, Blackwell TS. Pseudomonas aeruginosa: Host defence in lung
668  diseases. Respirology. 2010;15(7):1037-56.

669 4. Lavenir R, Sanroma M, Gibert S, Crouzet O, Laurent F, Kravtsoff J, et al. Spatio-temporal
670  analysis of infra-specific genetic variations among a Pseudomonas aeruginosa water network
671  hospital population: invasion and selection of clonal complexes. J Appl Microbiol.
672 2008;105(5):1491-501.

673 5. Boucher HW, Talbot GH, Bradley JS, Edwards JE, Gilbert D, Rice LB, et al. Bad bugs, no
674  drugs: no ESKAPE! An update from the Infectious Diseases Society of America. Clin Infect
675  Dis. 2009;48(1):1-12.

676 6. Lister PD, Wolter DJ, Hanson ND. Antibacterial-resistant Pseudomonas aeruginosa: clinical
677 impact and complex regulation of chromosomally encoded resistance mechanisms. Clin
678  Microbiol Rev. 2009;22(4):582—610.

679 7. Fournier D, Richardot C, Miiller E, Robert-Nicoud M, Llanes C, Plésiat P, et al. Complexity
680  of resistance mechanisms to imipenem in intensive care unit strains of Pseudomonas
681  aeruginosa. ] Antimicrob Chemother. 2013;68(8):1772-80.

682  8.Kos VN, Déraspe M, McLaughlin RE, Whiteaker JD, Roy PH, Alm RA, et al. The resistome
683  of Pseudomonas aeruginosa in relationship to phenotypic susceptibility. Antimicrob Agents
684  Chemother. 2015;59(1):427-36.

685 9. Trias J, Nikaido H. Protein D2 channel of the Pseudomonas aeruginosa outer membrane has
686  a binding site for basic amino acids and peptides. J Biol Chem. 1990;265(26):15680—4.

687  10. Chevalier S, Bouffartigues E, Bodilis J, Maillot O, Lesouhaitier O, Feuilloley MGJ, et al.
688  Structure, function and regulation of Pseudomonas aeruginosa porins. FEMS Microbiol Rev.
689  2017;41(5):698-722.

690  11. Skurnik D, Roux D, Aschard H, Cattoir V, Yoder-Himes D, Lory S, et al. A comprehensive
691  analysis of in vitro and in vivo genetic fitness of Pseudomonas aeruginosa using high-
692  throughput sequencing of transposon libraries. PLoS Pathog. 2013;9(9):e1003582.

693  12. Skurnik D, Roux D, Cattoir V, Danilchanka O, Lu X, Yoder-Himes DR, et al. Enhanced in

694  vivo fitness of carbapenem-resistant oprD mutants of Pseudomonas aeruginosa revealed
695  through high-throughput sequencing. Proc Natl Acad Sci. 2013;110(51):20747-52.

35

88



Article Scientifique

696  13. Roux D, Danilchanka O, Guillard T, Cattoir V, Aschard H, Fu Y, et al. Fitness cost of
697  antibiotic susceptibility during bacterial infection. Sci Transl Med. 2015;7(297):297ral 14-
698  297rall4.

699  14. Cain AK, Barquist L, Goodman AL, Paulsen IT, Parkhill J, Opijnen T van. A decade of
700  advances in transposon-insertion sequencing. Nat Rev Genet. 2020;21(9):526—40.

701 15. Poulsen BE, Yang R, Clatworthy AE, White T, Osmulski SJ, Li L, et al. Defining the core
702 essential genome of Pseudomonas aeruginosa. Proc Natl Acad Sci. 2019;116(20):201900570.

703 16. Li H, Durbin R. Fast and accurate long-read alignment with Burrows—Wheeler transform.
704  Bioinformatics. 2010;26(5):589-95.

705  17. Langmead B, Trapnell C, Pop M, Salzberg SL. Ultrafast and memory-efficient alignment
706  of short DNA sequences to the human genome. Genome Biol. 2009;10(3):R25.

707 18. DeJesus MA, Ambadipudi C, Baker R, Sassetti C, Ioerger TR. TRANSIT - A Software tool
708  for Himarl TnSeq analysis. PLoS Comput Biol. 2015;11(10):e1004401.

709  19. Liberati NT, Urbach JM, Miyata S, Lee DG, Drenkard E, Wu G, et al. An ordered,
710  nonredundant library of Pseudomonas aeruginosa strain PA14 transposon insertion mutants.
711  Proc Natl Acad Sci. 2006;103(8):2833-8.

712 20. Turmner KH, Wessel AK, Palmer GC, Murray JL, Whiteley M. Essential genome of
713 Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis sputum. Proc Natl Acad Sci. 2015;112(13):4110—
714 5.

715 21. Lee SA, Gallagher LA, Thongdee M, Staudinger BJ, Lippman S, Singh PK, et al. General
716  and condition-specific essential functions of Pseudomonas aeruginosa. Proc Natl Acad Sci.

717 2015;112(16):5189-94.

718  22. Atomi H, Tomita H, Ishibashi T, Yokooji Y, Imanaka T. CoA biosynthesis in archaea.
719 Biochem Soc Trans. 2013;41(1):427-31.

720  23. Kumari A. Sweet biochemistry. 2018. 7-11 p.

721  24. Chandel NS. Amino acid metabolism. Cold Spring Harb Perspect Biol.
722 2021;13(4):a040584.

723 25. Reitzer L. Encyclopedia of microbiology (third edition). 2009.
724 26. Dolan SK, Kohlstedt M, Trigg S, Ramirez PV, Kaminski CF, Wittmann C, et al. Contextual
725  flexibility in Pseudomonas aeruginosa central carbon metabolism during growth in single

726  carbon sources. mBio. 2020;11(2):¢02684-19.

727  27. Peters JM, Koo BM, Patino R, Heussler GE, Hearne CC, Qu J, et al. Enabling genetic
728  analysis of diverse bacteria with Mobile-CRISPRi. Nat Microbiol. 2019;4(2):244-50.

729  28. Banta AB, Ward RD, Tran JS, Bacon EE, Peters JM. Programmable gene knockdown in
730  diverse bacteria using Mobile-CRISPRi. Curr Protoc Microbiol. 2020;59(1):e130.

36

&9



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

731 29. Leonardi R, Jackowski S. Biosynthesis of pantothenic acid and Coenzyme A. Ecosal Plus.
732 2007;2(2).

733 30. Boechat AL, Kaihami GH, Politi MJ, Lépine F, Baldini RL. A novel role for an ECF sigma
734 factor in fatty acid biosynthesis and membrane fluidity in Pseudomonas aeruginosa. PLoS
735  ONE. 2013;8(12):e84775.

736  31.Blanka A, Schulz S, Eckweiler D, Franke R, Bielecka A, Nicolai T, et al. Identification of
737  the alternative sigma factor SigX regulon and its implications for Pseudomonas aeruginosa
738  pathogenicity. J Bacteriol. 2013;196(2):345-56.

739  32. Beld J, Lee DJ, Burkart MD. Fatty acid biosynthesis revisited: structure elucidation and
740  metabolic engineering. Mol Biosyst. 2014;11(1):38-59.

741 33. Yuan Y, Sachdeva M, Leeds JA, Meredith TC. Fatty acid biosynthesis in Pseudomonas
742 aeruginosa is initiated by the FabY class of P-ketoacyl acyl carrier protein synthases. J
743 Bacteriol. 2012;194(19):5171-84.

744 34. Llanes C, Pourcel C, Richardot C, Plésiat P, Fichant G, Cavallo JD, et al. Diversity of B-
745 lactam resistance mechanisms in cystic fibrosis isolates of Pseudomonas aeruginosa: a French
746  multicentre study. J Antimicrob Chemother. 2013;68(8):1763-71.

747  35.Tacconelli E, Carrara E, Savoldi A, Harbarth S, Mendelson M, Monnet DL, et al. Discovery,
748  research, and development of new antibiotics: the WHO priority list of antibiotic-resistant
749  bacteria and tuberculosis. Lancet Infect Dis. 2018;18(3):318-27.

750  36. Zhao L, Anderson MT, Wu W, Mobley HLT, Bachman MA. TnseqDiff: identification of
751  conditionally essential genes in transposon sequencing studies. BMC Bioinform.
752 2017;18(1):326.

753 37. Zomer A, Burghout P, Bootsma HJ, Hermans PWM, Hijum SAFT van. ESSENTIALS:
754  software for rapid analysis of high throughput transposon insertion sequencing data. PLoS
755  ONE. 2012;7(8):e43012.

756 38. McCoy KM, Antonio ML, Opijnen T van. MAGenTA: a Galaxy implemented tool for
757  complete Tn-Seq analysis and data visualization. Bioinformatics. 2017;33(17):2781-3.

758  39. Solaimanpour S, Sarmiento F, Mrazek J. Tn-seq explorer: a tool for analysis of high-
759  throughput sequencing data of transposon mutant libraries. PLoS ONE. 2015;10(5):e0126070.

760  40. Pritchard JR, Chao MC, Abel S, Davis BM, Baranowski C, Zhang YJ, et al. ARTIST: High-
761  resolution genome-wide assessment of fitness using transposon-insertion sequencing. PLoS
762 Genet. 2014;10(11):e1004782.

763 41.Burger BT, Imam S, Scarborough MJ, Noguera DR, Donohue TJ. Combining genome-scale
764  experimental and computational methods to identify essential genes in Rhodobacter

765  sphaeroides. mSystems. 2017;2(3):e00015-17.

766  42. Primerano DA, Burns RO. Metabolic basis for the isoleucine, pantothenate or methionine
767  requirement of ilvG strains of Salmonella typhimurium. J Bacteriol. 1982;150(3):1202—11.

37

90



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

768  43. Jackowski S, Alix JH. Cloning, sequence, and expression of the pantothenate permease
769 (panF) gene of Escherichia coli. J Bacteriol. 1990;172(7):3842-8.

770  44. Sandoval CM, Ayson M, Moss N, Lieu B, Jackson P, Gaucher SP, et al. Use of pantothenate
771  as a metabolic switch increases the genetic stability of farnesene producing Saccharomyces
772 cerevisiae. Metab Eng. 2014;25:215-26.

773  45. Verschueren KHG, Blanchet C, Felix J, Dansercoer A, Vos DD, Bloch Y, et al. Structure
774  of ATP citrate lyase and the origin of citrate synthase in the Krebs cycle. Nature.
775 2019;568(7753):571-5.

776  46. Cabruja M, Lyonnet BB, Millan G, Gramajo H, Gago G. Analysis of coenzyme A activated
777  compounds in actinomycetes. Appl Microbiol Biotechnol. 2016;100(16):7239-48.

778  47. Wood LF, Ohman DE. Use of cell wall stress to characterize 622 (AlgT/U) activation by
779  regulated proteolysis and its regulon in Pseudomonas aeruginosa. Mol Microbiol.
780  2009;72(1):183-201.

781  48. Heath RJ, Rock CO. Roles of the FabA and FabZ [B-hydroxyacyl-acyl carrier protein
782  dehydratases in Escherichia coli fatty acid biosynthesis. J Biol Chem. 1996;271(44):27795—
783 801.

784  49. Butman HS, Kotzé TJ, Dowd CS, Strauss E. Vitamin in the crosshairs: targeting
785  pantothenate and Coenzyme A biosynthesis for new antituberculosis agents. Front Cell Infect
786  Microbiol. 2020;10:605662.

787  50. Spry C, Kirk K, Saliba KJ. Coenzyme A biosynthesis: an antimicrobial drug target. FEMS
788  Microbiol Rev. 2008;32(1):56—106.

789  51. Liyanage SI, Gupta M, Wu F, Taylor M, Carter MD, Weaver DF. Inhibition of pantothenate
790  synthetase by analogs of [-alanine precursor ineffective as an antibacterial strategy.
791  Chemotherapy. 2019;64(1):22-7.

792 52. Howieson VM, Zeng J, Kloehn J, Spry C, Marchetti C, Lunghi M, et al. Pantothenate
793  biosynthesis in Toxoplasma gondii tachyzoites is not a drug target. Int J Parasitol: Drugs Drug
794  Resist. 2023;22:1-8.

795  53. Lunghi M, Kloehn J, Krishnan A, Varesio E, Vadas O, Soldati-Favre D. Pantothenate
796  biosynthesis is critical for chronic infection by the neurotropic parasite Toxoplasma gondii. Nat

797  Commun. 2022;13(1):345.

798  54.Muggeo A, Coraux C, Guillard T. Current concepts on Pseudomonas aeruginosa interaction
799  with human airway epithelium. PLoS Pathog. 2023;19(3):e1011221.

800  55. Rahme LG, Stevens EJ, Wolfort SF, Shao J, Tompkins RG, Ausubel FM. Common
801  virulence factors for bacterial pathogenicity in plants and animals. Science.

802  1995;268(5219):1899-902.

803  56. Langmead B, Salzberg SL. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nat Methods.
804  2012;9(4):357-9.

38

91



Article Scientifique

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.19.563089; this version posted October 19, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

805  57. Kechin A, Boyarskikh U, Kel A, Filipenko M. cutPrimers: a new tool for accurate cutting
806 of primers from reads of targeted next generation sequencing. J Comput Biol.
807  2017;24(11):1138-43.

808  58. Bolstad BM, Irizarry RA, Astrand M, Speed TP. A comparison of normalization methods
809  for high density oligonucleotide array data based on variance and bias. Bioinformatics.
810  2003;19(2):185-93.

811  59. Winsor GL, Rossum TV, Lo R, Khaira B, Whiteside MD, Hancock REW, et al.
812  Pseudomonas Genome Database: facilitating user-friendly, comprehensive comparisons of
813  microbial genomes. Nucleic Acids Res. 2009;37(suppl _1):D483-8.

814  60. Rietsch A, Vallet-Gely I, Dove SL, Mekalanos JJ. ExsE, a secreted regulator of type III
815  secretion genes in Pseudomonas aeruginosa. Proc Natl Acad Sci. 2005;102(22):8006—11.

816  61. Royer G, Roisin L, Demontant V, Lo S, Coutte L, Lim P, et al. Microdiversity of
817  Enterococcus faecalis isolates in cases of infective endocarditis: selection of non-synonymous
818  mutations and large deletions is associated with phenotypic modifications. Emerg Microbes
819  Infect. 2021;10(1):929-38.

820  62. Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time
821  quantitative PCR and the 2722¢T method. Methods. 2001;25(4):402-8.

822  63. Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, et al. The MIQE
823  guidelines: minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments.
824  Clin Chem. 2009;55(4):611-22.

825  64. Arganda-Carreras I, Kaynig V, Rueden C, Eliceiri KW, Schindelin J, Cardona A, et al.
826  Trainable Weka Segmentation: a machine learning tool for microscopy pixel classification.

827  Bioinformatics. 2017;33(15):2424-6.

828

39

92



Article Scientifique

1 Supplementary data

3 Table S1: Bacterial strain used in this study

Strain Genotype and characteristics Reference

P. aeruginosa

L.G.
: D} S
PA14 WT Reference strain (P. aeruginosa PA14 UCBPP) Rahme (54)
PA14AoprD P. aeruginosa PA14 UCBPP with clean deletion of the oprD D. Skurnik
gene (11,12)
f';l;g)isfigjz)oos Strain with a pEXG2 plasmid containing the Up and Down This work
P sequences of fahA gene for deletion in PA14
fé;lég];}i)}:zl){SMDOOS Strain with a pEXG2 plasmid containing the Up and Down This work
P sequences of fahA gene for deletion in PA14
P. aeruginosa PA14 UCBPP with clean deletion of the fahA :
PA14AfahA This work
: gene
D o1} N 1 1
PA14AoprDAfahd P. aeruginosa PA14 UCBPP with clean deletion of the oprD This work
gene and fahA gene
PA14/pRS2022006 Strain with a pEXG2 plasmid containing the Up and Down This work
(pPEXG2ApanC) sequences of panC gene for deletion in PA14
FAEl}?é;Zﬂi 21213)82022006 Strain with a pEXG2 plasmid containing the Up and Down This work
P pant sequences of panC gene for deletion in PA14
PAI4 WT/ CRISPRi module with sgRNA with non-targeting spacer in

plasmid pJMP1237 and integrated into the PA14 chromosome  This work
at att Tn7 after the g/mS gene (6.516.367-6.518.202).

CRISPRi module with sgRNA with non-targeting spacer in

plasmid pJMP1237 and integrated into the PA14 chromosome  This work
at att Tn7 after the g/mS gene (6.516.367-6.518.202).

CRISPRi module with sgRNA targeting the panC gene

pJMP1237::sg CTL

PA14 AoprD/
pIMP1237::sg CTL

PA14 WT/ constructed in the plasmid pJMP1237 and integrated into the i reraie
pIMP1237::sg_panC PA14 chromosome at att Tn7 after the g/mS gene (6.516.367-

6.518.202).

CRISPRi module with sgRNA targeting the panC gene
PA1440prD/ constructed in the plasmid pJMP1237 and integrated into the This work
pIMP1237::sg_panC PA14 chromosome at att Tn7 after the g/mS gene (6.516.367-

6.518.202).

CRISPRi module with sgRNA targeting the fahA gene
PA14 WT constructed in the plasmid pJMP1237 and integrated into the L
/pIMP1237::sg_fahA PA14 chromosome at att Tn7 after the g/mS gene (6.516.367-

6.518.202).
PA14AoprD CRISPRi module with sgRNA targeting the fahA4 gene This work
/pIMP1237::sg_fahA constructed in the plasmid pJMP1237 and integrated into the
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PA14 chromosome at att Tn7 after the g/mS gene (6.516.367-
6.518.202).

E. coli

E. coli DH5a/pEXG2

Strain with the native plasmid pEXG2

E. coli Strain with a pEXG2 plasmid containing the Up and Down .
DIogpk 20200 sequences of fahA gene for deletion in PA14 Rl
(PEXG2AfahA) q g
Pg;aé%isi??%)()% Strain with a pEXG2 plasmid containing the Up and Down i e

B et sequences of panC gene for deletion in PA14
E. coli MFD DAP- Strain used as donor for tri-parental mating with the plasmid This work
pirt+/pIMP1237 containing the CRISPRi module.
MEFD DAP- pir+ Strain used as donor for tri-parental mating with the plasmid This work
/pJMP1039 containing transposase.

2
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Table S2: Quality metrics obtained with the Transit stats function from WIG files
generated with bowtie mapper

S1_RUN1 S3_RUN1 S1 S2 S5 Seé
Number of reads 8 003,192 8 713,300  6806,023 10967,540 9955879 1 148,038
Mapped_read 6 714,836 7269,135 5059919 8860,617  7197,141 786,779
% mapped_reads 83.90 83.43 74.34 80.9 72.29 68.53
Density 0.599 0.661 0.643 0.659 0.674 0.539
mean_CT 66.4 71.9 50.0 87.6 71.2 7.8
NZ_mean 110.9 108.8 77.8 132.9 105.7 14.4
NZmedian 56 51 35 55 47 6
Max_ct 3284 3942 10661 17109 4579 964
Total_cts 6 704,929 7259,889 5049342 8841,568  7187,530 785,172
Skewness 4.1 4.4 14.7 11.9 4.9 6.6
Kurtosis 30.4 36.9 857.8 590.6 46.6 98.8
Pickands_tail_index 0.155 0.133 0.182 0.237 0.245 0.271
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10
11

13

Table S3: Quality metrics obtained with the Transit stats function from WIG files
generated with BWA

S1_RUN1 S3_RUN1 S1 S2 Ss Se
#reads 8003192 8713300 6806023 10967540 9955879 1148038
#trimmed_reads 8002396 8712179 6805509 10966681 9954917 1147948
#mapped_reads 7573647 8100871 5927151 10068452 8444399 938621
%reads_mapped 94.63 92.97 87.09 91.80 84.82 81.76
density 0.660 0.720 0.693 0.719 0.730 0.571
mean_ct 73.5 78.5 559 96.3 78.4 8.7
NZmean 111.3 109.0 80.8 133.9 107.5 15.3
NZmedian 53 48 34 52 45 6
max_ct 235553.0 160437.0 185711.0 251729.0 115348.0 20780.0
total_cts 7420002 7919795 5645965 9717220 7916904 880388
skewness 246.9 240.5 248.0 246.4 194.8 200.6
kurtosis 62785.3 62356.3 64124.8 64368.2 46652.0 45145.6
pickands_tail_index0.173 0.186 0.630 0.551 0.537 0.605
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14  Table S4: Summary of the studies on essential genes in P. aeruginosa

Dataset Year #EG Strain Media Ref
Liberati 2006 335 PA14 LB (19)
Skurnik 2013 636 PA14 LB (11)
Turner 2015 314 PA14 BHI Agar  (20)
Lee 2015 314 PAOI1 LB 21
Poulsen 2019 PA14 LB (65)
FWER 437
FDR 596
TRANSIT 316
CORE 321 Core pangenome P. aeruginosa
Small 93 Intersection of 5 pangenomes studies

15
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16

Table S5: Plasmids used in this study

Plasmids Characteristics Reference

Gene deletion

pEXG2 Allelic exchange vector with pBR origin, Arne Rietsch (60)
gentamicin reistance, sacB

PEXG2::AfahA pEXG2 containing the Up and Down sequences This work
(500bp) of fahA gene of PA14 for deletion

PEXG2::ApanC pEXG2 containing the Up and Down sequences This work
(500bp) of panC gene of PA14 for deletion

CRISPRi/dCas9

pJMP1039 Plasmid containing the transposase allowing the Gift from Carol Gross &
integration of the CRISPRi module into the Jason Peters & Oren
PA14 genome Rosenberg

pJMP1237 Plasmid containing the CRISPRi module framed Gift from Carol Gross &
by Tn7 restriction sites. Gentamicin resistance Jason Peters & Oren
gene associated with the CRISPRi module. Rosenberg

pJMP1237::sg CTL pJMP1237 containing the 20bp non targeting This work
spacer in PA 14 to use as control during
inhibition conditions

pJMP1237::sg_panC pJMP1237 containing the 20bp spacer of the This work
PA14 panC gene for inhibition of the gene by
CRISPRi

pIMP1237::sg_fahA pIMP1237 containing the 20bp spacer of the This work

PA14 fahA gene for inhibition of the gene by
CRISPRi
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Figure S1: Assessment of methods for TnSeq data analysis. (A) Correlation matrix (Pearson
coefficients) between the six samples used in TnSeq. Data were obtained with the corrplot R package
from WIG file, plotted with GraphPad Prism. Dark blue represents highest correlation between two
samples. (B) Impact of the mapper on EGs determination represented by the number of EGs identified
with BWA and bowtie. (C) Impact of software parameters on EGs determination represented by the
number of EGs identified with BWA and bowtie. (D) Impact of normalization on EGs determination
represented by the number of EGs identified with BWA and bowtie. EG = Essential class, EB=Binomial
class and GD = Growth Defect class.
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Figure S3: 16HBE cells dynamics of cell death following infection by CRISPRi PA14 strains.
Dynamics of cell death of 16HBE bronchial epithelial cells, infected by CRISPRi PA14 WT control,
CRISPRi PA14 WT sg panC, CRISPRi PA14 AoprD control and CRISPRi PA14 AoprD sg panC
strains. Images were taken using phase contrast microscopy and fluorescence microscopy (x20
objective). Cell death is visualized by the mortality marker propidium iodide (in red).
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Discussion générale

P. aeruginosa résistant aux carbapénémes fait partie des souches pour lesquelles le
développement de nouveaux antimicrobiens est primordial (1,179). La perte de la porine OprD
est un des facteurs entrainant I’apparition de cette résistance mais elle confére également un
meilleur fitness et une virulence accrue in vivo (4—6,180). L’objectif principal de ce travail était
donc de définir par Tn-Seq une liste de génes essentiels spécifiques a la souche PA14 OprD
mutant puis de vérifier biologiquement leur essentialité au travers de délétions et inhibitions de
genes par approche CRISPRi afin de mettre en lumiére des génes pouvant s’avérer étre de

nouvelles cibles thérapeutiques.

De nombreux outils ont été développés pour I’analyse des résultats de Tn-Seq tels que
TnseqDiff (181) ESSENTIAL (182), Magenta (183), Tn-seq Explorer (184), ARTIST (185),
TRANSIT (186), TSAS (187) ou encore FiTnEss, faite pour définir les génes essentiels chez
P. aeruginosa (23). Nous avons d’abord validé la méthode analytique des résultats de Tn-Seq
en établissant deux listes de génes essentiels de référence (gold standard ; GS) d’aprés les listes
de genes publiées dans la littérature (4,23,130,136). L’utilisation de ces GS nous a permis de
déterminer que pour nos échantillons, FiTnEss était le logiciel le plus adapté. Nous avons ainsi
obtenu les listes de GE pour les souches PA14 WT et PA14AoprD, pour laquelle nous avons
isolé une liste de 30 GE spécifiques a PA14 OprD mutant.

Nous avons porté notre attention sur deux genes retrouvés dans cette liste, fahA et panC.
Ces deux genes sont des précurseurs d’intermédiaires du cycle de Krebs et semblaient donc étre
une piste intéressante puisqu’ils sont impliqués dans le fonctionnement de voies métaboliques
importantes pour les bactéries. Nous avons invalidé le caractere essentiel de fahA par délétion,
mais pas pour panC. Nous avons alors utilis¢ une méthode CRISPRi permettant 1’inhibition
inductible de I’expression de génes. L’inhibition de panC a un fort impact négatif sur la
croissance de PA14AoprD in vitro. Puisque cette méthode n’inhibe pas totalement 1’expression
du géne contrairement a une délétion, nous ne pouvons pas affirmer 1’essentialité stricte de

panC, mais les résultats obtenus convergent en ce sens.
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panC étant un géne codant pour une pantothénate synthétase, il permet la production de
pantothénate par la bactérie. Le pantothénate est nécessaire a la production de Coenzyme A, et
il a été décrit dans la littérature qu’une supplémentation en pantothénate cause une
augmentation dans la synthése de molécules nécessitant des intermédiaires du Coenzyme A
(188-190). Ainsi, puisque le Coenzyme A est nécessaire au cycle de Krebs, un défaut de
pantothénate pourrait alors impacter cette voie métabolique ainsi que celles en découlant
(191,192). Notre premicre hypothése était que donc que 1’inhibition de panC pourrait induire
une baisse de I’obtention d’AA, ne compensant plus le manque d’import de ces derniers par la
porine OprD. En milieu minimum, la supplémentation en AA n’expliquait cependant pas a elle

seule I’impact de I’inhibition de panC chez PA14AoprD.

Pour notre seconde hypothése, il est décrit que la porine majoritaire chez P. aeruginosa,
OprF, joue un réle dans le maintien de 1’intégrité de la membrane (90). OprD étant la seconde
porine majoritaire, nous avons alors supposé qu’elle pouvait également étre impliquée dans la
structure de la membrane externe de PA14. Ainsi, chez PA14AoprD présentant une membrane
possiblement déja altérée, I’absence de panC qui préside a la production du pantothénate
nécessaire a la production de Coenzyme A, lui-méme nécessaire a la production d’AG, pourrait
altérer d’autant plus cette membrane et induire une perte de viabilité cellulaire. Nous avons
démontré que lorsque ’expression de panC était éteinte par CRISPRi chez PA14AoprD, on
observait une diminution d’expression des geénes sigX et cmpX, impliqués dans la réponse au
stress de membrane et dans la régulation des génes de syntheése des AG, mais également de
celle de genes de synthese des AG (fabD, fabG, fabY et fabZ). L’ensemble des résultats obtenus
indique que I’essentialité de panC chez PA14AoprD serait due a une altération d’homéostasie
de la membrane li¢e a un déséquilibre dans le ratio entre AG saturés et insaturés a la membrane

en faveur d’une augmentation de la rigidité membranaire lorsque ce geéne est inhibé.

La voie de synthese du pantothénate est absente chez ’homme, faisant de cette voie une
cible spécifique des bactéries. L’idée de 1’utiliser comme cible thérapeutique a déja été mise en
avant mais remise en question par 1’absence de résultats concluants via 1’utilisation
d’inhibiteurs compétitifs de la pantothénate synthétase (149,153,154,193). Cependant, il a été
récemment décrit que la synthése de Coenzyme A était nécessaire & Toxoplasma gondii en
phase tachyzoite, ce qui suggere que la synthése de pantothénate est une cible pertinente contre

ce parasite (155). Ces résultats nous ont encouragé a étudier ’impact de I’inhibition de panC
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dans un contexte infectieux en utilisant un modele de cellules bronchiques cultivées en
monocouche (16HBE). Nous avons ainsi mis en évidence que I’inhibition de panC entraine une
diminution de la virulence vis-a-vis des cellules par rapport a la souche PA14AoprD non
inhibée pour panC. Ce résultat renforce I’idée que cibler la voie de synthése du pantothénate
chez des souches résistante aux carbapénemes par la perte de la porine OprD pourrait étre une

alternative thérapeutique pour traiter les patients infectés.
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Conclusion et perspectives

Lors de ce travail, nous avons déterminé des GS de GE permettant la discrimination des
différentes méthodes d’analyse pour des données de Tn-Seq. Cela nous a permis de déterminer
les GE de la souche PA14AoprD in vitro. Nous avons également investigué les raisons de
I’essentialité d’un de ces geénes, panC. L’ensemble des résultats obtenus révele le potentiel de
panC en tant que cible thérapeutique pour le traitement d’infections a P. aeruginosa résistant

aux carbapéneémes par perte de la porine OprD.

En perspective a ce travail, il semble nécessaire d’investiguer plus en profondeur
I’altération supposée de la membrane de P. aeruginosa OprD mutant avec et sans inhibition de
panC. Pour cela, des tests de mesure d’anisotropie seront réalisés sur les souches sauvages de
PA14 et les souches CRISPRI. Ces tests d’anisotropie évalueront la rigidité de la membrane, et
nous permettront de confirmer la modification de la fluidité de membrane pour PA14AoprD et

son accentuation lorsque panC est inhibé.

De plus, nous réaliserons une analyse lipidomique de la membrane bactérienne afin de
pouvoir quantifier les AG saturés et insaturés la constituant et vérifier le ratio d’AG dans le cas

d’une inhibition de panC chez PA14 OprD mutant.

Afin de renforcer nos résultats indiquant la baisse de virulence de PA14AoprD en cas
d’inhibition de panC, nous confirmerons les observations obtenues sur notre modele d’infection
16HBE avec d’autres lignées cellulaires en monocouche. Cette preuve de concept pourra
ensuite étre vérifiée dans un modele d’épithélium pleinement différencié des voies respiratoires

humaines par culture de cellules primaires de patients en interface air-liquide.

Pour finir, nous avons également réalis¢é un Tn-Seq sur les souches PA14 WT et
PA14AoprD lors d’infections d’épithélium des voies aériennes cultivé en interface air-liquide
afin de déterminer les GE de ces souches dans un contexte infectieux. Les résultats sont en
cours d’analyse. Ils nous permettront de mettre en évidence des GE spécifiques a PA14AoprD

propre a I’infection d’épithélium respiratoire.
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Genes essentiels et voies métaboliques de Pseudomonas aeruginosa OprD mutant a
I'origine de la pathogénicité vis-a-vis de I'épithélium des voies respiratoires humaines

Selon I’Organisation mondiale de la santé, Pseudomonas aeruginosa (PA) résistant aux carbapénemes est une cible prioritaire pour la
production de nouveaux antibiotiques. Ainsi, comprendre les mécanismes sous-jacents de I'infection de ces bactéries résistantes permettra
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. La perte de la porine OprD, principal déterminant de la résistance aux carbapénémes,
antibiotiques de dernier recours, est décrite comme améliorant le fitness in vivo et la virulence bactérienne. Le séquengage a transposons a haut
débit permet d'identifier des génes essentiels (GE) pouvant s'avérer étre des cibles thérapeutiques. Cette stratégie n’a pas encore été utilisée
pour PA OprD mutant.

Dans cette étude, nous avons identifié les GE spécifiques de PA14 OprD mutant pour la croissance en milieu LB, mis en évidence le
gene panC codant la pantothénate synthétase comme cible thérapeutique prometteuse, et établi une liste de 30 GE de PA14 OprD mutant. Par
CRISPRI, nous avons confirmé que I'inactivation de panC réduisait la croissance en LB, |'expression de sigX, dont la surexpression est associée a
la fluidité membranaire, et I'expression de genes impliqués dans la synthese des acides gras (SAG). En considérant la « faiblesse » de PA14 OprD
mutant due a une altération de la membrane consécutive a une diminution de SAG insaturés en I'absence de panC, nous avons montré que
I'inactivation de panC augmentait le temps d’obtention de la mort des cellules bronchiques 16HBE. Ceci met en évidence le potentiel d’anti-
virulence de I'inhibition de panC et sa pertinence en tant que cible pour le traitement des infections pulmonaires au PA OprD mutant résistant
aux carbapénémes.

Mots clés : Pseudomonas aeruginosa, Epithélium des voies aériennes, Infection, Résistance aux antibiotiques, OprD

Essential genes and metabolic pathways of Pseudomonas aeruginosa OprD mutant
causing pathogenicity on the epithelium of the human respiratory tract

For the World Health Organization, carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa is a critical priority for which new antimicrobial
drugs are needed. Consequently, understanding the underlying mechanisms of resistant bacteria infection will enable the identification of new
therapeutic targets. Loss of the OprD porin is the main determinant of resistance to the last resort carbapenem antibiotics and has been
described to enhance fitness in vivo and virulence. Transposon sequencing is a high-throughput sequencing technique that makes it possible to
identify essential genes (EGs) that may turn out to be therapeutic targets. However, such a strategy has not yet been used for OprD-deficient P.
aeruginosa.

In this study, we identified the EGs specific to PA14 OprD mutant for LB growth and we established a list of 30 EGs among these, we
highlighted the panC gene encoding pantothenate synthetase as a promising target. Using CRISPRi, we confirmed that silencing panC reduced
LB growth, and decreased sigX expression, whose overexpression is associated with membrane fluidity, as well as the expression of genes
involved in the fatty acid synthesis (FAS). Taking into account the weakness of PA14 OprD mutant due to an altered membrane consecutive to a
decrease in unsaturated FAS in the absence of panC, we showed that silencing panC extended the destruction time of 16HBE airway cells. Overall,
our findings highlighted the anti-virulence potential of panC inhibition and shed new light on its inhibition as a target for treating carbapenem-
resistant OprD-defective PA lung infections.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Airway epithelium, Infection, Antibiotic resistance, OprD
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