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Les porines : un role vital

et un lien social au sein
du biofilm de Providencia

stuartii

Mariam €l-Khatib, Guillaume Tetreau, Jacques-Philippe Colletier

> Le terme « biofilm » désigne des com-
munautés multicellulaires enchdssées
dans une matrice commune qui les
attache a une surface. Dans I'écrin de
cette matrice auto-sécrétée, composée
de polymeéres saccharidiques, nucléiques
et protéiques, les bactéries du biofilm
présentent une résistance accrue aux
agressions extérieures et survivent dans
des conditions que leurs homologues
planctoniques (hors biofilm) ne sup-
porteraient pas [1]. Cela permet aux
biofilms d’étre omniprésents dans I"envi-
ronnement, notamment dans des lieux ou
la contamination peut avoir des consé-
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quences déléteres sur les activités et la
santé humaines, tels que les conduits
d’aération, les systémes de refroidisse-
ment des usines ou, dans le milieu hospi-
talier, les cathé- (=) Voir la Synthese de
D. Lebeaux et J.M. Ghigo,
m/s n° 8-9 aolit-sep-

tembre 2012, page 727

ters, prothéses,

pacemakers et

autres matériels

médicaux [2] (=P).
Les biofilms sont ainsi a I'origine de
nombreuses infections nosocomiales,
parfois devenues chroniques du fait
de leur forte résistance au systéme
immunitaire et a Iantibiothérapie. €n
France, les infections nosocomiales (IN)

touchent un patient hospitalisé sur 20,
causant plus de 4 000 déces chaque
année!. Un défi pour la microbiologie
clinique moderne est donc de développer
de nouvelles stratégies visant a cibler et
éradiquer les biofilms. Parmi les especes
impliquées dans la formation de telles
structures, on retrouve la bactérie Pro-
videncia stuartii, un pathogéne oppor-
tuniste a Gram négatif relativement peu
étudié, quoiqu’il représente 10 % des

! gnquéte nationale de prévalence 2017 des infections
nosocomiales et des traitements anti-infectieux en établis-
sements de santé. Guide de ['enquéteur. Saint Maurice : Santé
publique France, 2017 : 87 p. www.santepublique.fr
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Figure 1. Formation de biofilms. Sur |a partie gauche est représenté le modeéle conventionnel de formation de biofilms qui prévaut pour B. subtilis,

P. aeruginosa et S. aureus. Les bactéries adhérent a une surface, puis se divisent pour constituer le biofilm. Sur la partie droite est illustré le com-

portement de Providencia stuartii. Ces bactéries s’assemblent en solution et cette communauté flottante adhére aux surfaces pour ensuite créer

un biofilm.

IN urinaires. Les infections causées par
P. stuartii sont toujours chroniques et
trop souvent mortelles (6 a 33 % de
mortalité selon les rapports) du fait
de sa forte résistance intrinséque aux
antibiotiques et de sa capacité a former
des biofilms. Mais comment ces biofilms
s’adaptent-ils aux conditions rencon-
trées dans le tractus urinaire ? Comment
la transition phénotypique autorisant le
passage de I’état planctonique (libre) au
stade sessile (lié a son support) est-elle
déclenchée ? Quelles sont les protéines
impliquées et quelles bases moléculaires
exploitent-elles ?

Le biofilm de Providencia stuartii, une
communauté soudée grdce aux porines
Lors de précédents travaux, nous avons
démontré que P. stuartii n’existe pas, a
proprement parler, sous la forme planc-
tonique puisque méme en solution, ces
bactéries s’assemblent en communautés
flottantes [3]. Celles-ci se caracté-
risent par un contact membranaire étroit
entre bactéries adjacentes et repré-
sentent ainsi, chez P. stuartii, une étape
de socialisation nécessaire et prélimi-
naire a celle d’adhérence a la surface
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en vue de former un biofilm canonique
(Figure 1). Cette particularité phénoty-
pique n’est, semble-t-il, pas partagée
par d’autres bactéries, telles que Sta-
phylococcus aureus ou Pseudomonas
aeruginosa, pour lesquelles la formation
de biofilms attachés aux surfaces est le
seul mode de socialisation rapporté [4].
Nous avons également démontré que
P. stuartii était capable de survivre, de
croitre ainsi que de former et de consoli-
der des biofilms dans des milieux présen-
tant des concentrations élevées en urée,
calcium et magnésium, et ceci sur une
large gamme de pH, telles que celles ren-
contrées dans le tractus urinaire. Nous
nous sommes ainsi demandé par quels
mécanismes P. stuartii était capable de
détecter ces stress environnants et d’y
répondre.

Les porines de diffusion générale? (PDG)
constituent plus de 70 % du contenu pro-
téique de la membrane externe bacté-
rienne et représentent la principale porte
d’entrée pour les petits solutés hydro-

% Les porines sont des canaux protéiques facilitant le
transport des nutriments a travers la membrane externe des
bactéries a Gram négatif. Elles sont soit spécialisées, soit de
diffusion générale.

philes et les ions [5]. Elles semblent
donc idéales pour assurer une fonction
de senseur. Ces protéines transmembra-
naires sont généralement associées en
trimeres fonctionnels au sein desquels
chaque monomére présente une structure
en tonneau® & 16 brins, interconnectés
par de longues boucles extracellulaires
(loop L1-18) et de courts coudes péri-
plasmiques (turn T1-T8) (Figure 2). La
plus longue des boucles extracellulaires
(L3) se replie dans le canal, créant une
zone de constriction qui, par sa charge
et sa structure, sert de filtre moléculaire
et impose une sélectivité plus ou moins
importante aux molécules chargées. Le
role de cette boucle dans la modification
de la perméabilité membranaire aux
antibiotiques et la résistance qui y est
associée a été démontré [6, 7].

P. stuartii exprime deux porines au niveau
de sa membrane externe, Omp-Pstl et
Omp-Pst2. Présentant une légere sélec-
tivité pour les anions, Omp-Pstl est une
porine vitale pour la bactérie puisque la

5 Les brins B ont une torsion intrinséque et quand huit &
trente-six de ces brins [3 sont assemblés, ils peuvent former
une structure en tonneau ([3 barrel).
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Figure 2. Modéles cristallins des porines. Représentation schématique de la structure cristalline du monomere de porine et de son assemblage en

trimere puis en dimére de trimeres (DOT) dans la membrane externe (zone grisée) de la bactérie.

délétion du gene codant pour Omp-Pstl
(protéine non produite) est létale. A
contrario, 0Omp-Pst2 est une porine forte-
ment cation sélective qui, si elle n’est pas
vitale, est essentielle durant les phases
précoces de croissance et permet une
résistance accrue aux stress environ-
nants. Malgré leurs différences, I"expres-
sion ectopique® de chacune de ces deux
porines dans une souche d’€scherichia

4 Expression & partir d’un plasmide inséré artificiellement
dans la bactérie et non a partir du génome.
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coli dépourvue de ses porines principales
(souche BL21 n’exprimant pas les porines
O0mpA, OmpC, OmpF et LamB, appelée
BL21AOmp8) permet I’assemblage des
bactéries en communautés flottantes,
un phénotype comparable a celui observé
chez P. stuartii. Cette expression ecto-
pique de I"'une ou 'autre des porines ne
permet cependant pas I’attachement d’¢.
coli a une surface pour former un bio-
film canonique, probablement du fait de
I’absence d’une matrice auto-sécrétée
comme celle produite par P. stuartii chez

la souche utilisée. Les porines joueraient
ainsi un réle inédit dans 'induction de la
sociabilité bactérienne durant les phases
précoces de croissance.

Les porines : une structure complexe
pour une fonction inédite

Afin d’établir les bases moléculaires
des fonctions diffusives et cohésives
des porines de P. stuartii, nous avons
entrepris de résoudre leur structure a
résolution atomique par Iutilisation de
la cristallographie aux rayons X. Les
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Figure 3. Visualisation des diméres de triméres de porine. Des colonies flottantes de Providencia stuarti sont imagées par microscopie électronique

a transmission (MET) & différentes résolutions. Le zoom sur les zones de contact intercellulaire montre une distance intermembranaire compa-

tible avec la formation de DOT de porines. Une couleur différente a été attribuée a chaque trimeére pour aider a les distinguer sur la superposition

d’images. La taille de chaque barre est indiquée sur chacune des images (de 2 pm a 25 nm). DOT : dimére de trimére.

structures cristallographiques d’Omp-
Pstl et Omp-Pst2 ont révélé un niveau
d’organisation inédit : les trimeres de
porines s’associent face a face par des
interactions auto-complémentaires
entre leurs boucles extracellulaires pour
former des diméres de triméres (DOT)
(Figure 3) [8]. Ces interactions sont de
type « steric zipper », un type d’inte-
raction fondé sur la complémentarité
de surface et généralement observé au
sein des fibres amyloides. Pour Omp-
Pst2, c’est la séquence 282-NLGNYG-287
dans la courte boucle L7 qui contribue a
la formation du « steric zipper ». Chez
Omp-Pstl, c’est la séquence 206-GVV-
TSE-211 trouvée dans la longue boucle
L5 structurée en épingle de cheveux, qui
contribue au « steric zipper ».

Afin de vérifier la capacité de ces porines
a s’auto-associer in vitro, nous avons
produit des liposomes et avons recons-
titué les porines dans la membrane de
ces vésicules lipidiques. Nous avons pu
observer, grace a la diffusion dyna-
mique de lumiere, une augmentation du
rayon hydrodynamique des particules
en solution, démontrant que les porines
sont capables d’associer les protéolipo-
somes en agrégats protéoliposomaux.
Ces résultats corroborent les données
obtenues in vivo et suggerent un rdle
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pour ces deux porines dans la formation
des contacts intercellulaires et la struc-
turation des communautés flottantes de
P. stuartii.

Afin de vérifier que les interactions
observées dans les cristaux d’Omp-
Pstl et d’Omp-Pst2 sont a 'origine du
contact intermembranaire induit par
ces porines, nous avons introduit une ou
plusieurs mutations visant a déstabiliser
leur « steric zipper » et ainsi perturber
leur association en DOT. Nous avons muté
la séquence 282-NLGNYG-287 d’Omp-
Pst2 en ajoutant une (G284R/N285G)° ou
deux charges positives (G284R/N285K)®
permettant de supprimer des liaisons
hydrogeénes stabilisatrices et d’induire
des répulsions électrostatiques. Le méme
raisonnement a été appliqué pour intro-
duire une (D213R) ou deux charges posi-
tives (D213R/N293R) dans la séquence
d’0mp-Pstl a I’interface du DOT. Comme
pour les porines originelles, I’expression
ectopique de ces mutants a permis de
rétablir la croissance et la viabilité des
bactéries €. coli BL21A0mp8. Cependant,
les mutants doublement chargés des
deux porines, Omp-Pstl D213R/N293R et

5 La glycine 284 est mutée en arginine et I'asparagine 285
en glycine.

¢ La glycine 284 est mutée en arginine et I'asparagine 285
en lysine.

Omp-Pst2 G284R/N285K, se sont révé-
lés incapables de déclencher la forma-
tion de larges communautés flottantes,
lorsqu’ils ont été exprimés de fagon
ectopique chez €. coli. De méme, ces
mutants ont perdu la capacité d’agréger
les protéoliposomes, démontrant que les
mémes interactions sont mises en jeu in
vivo, in vitro et in cristallo.

Ainsi, nos données établissent qu’en
sus de leurs fonctions diffusives, les
porines jouent chez P. stuartii un réle
structurel permettant la formation de
communautés flottantes grdce a des
interactions auto-complémentaires
entre leurs boucles extracellulaires. Les
canaux des porines restent ouverts dans
les structures cristallographiques, sug-
gérant qu’elles conservent leurs fonc-
tions diffusives au sein des DOT. Ces
derniers pourraient ainsi jouer un rdle
dans la communication intercellulaire
au sein des communautés flottantes
en sus de leur fonction auto-adhésive.
Cette communication passive au travers
des DOT de porines pourrait intervenir a
chacune des étapes du développement
du biofilm de P. stuartii, de la formation
des communautés flottantes jusqu’a leur
sédimentation en micro-colonies et leur
adhérence a une surface par sécrétion
d’une matrice.



Conclusions et perspectives :

les porines comme nouvelle cible
thérapeutique dans les traitements
contre les biofilms ?

Nos travaux ont permis d’établir un rdle
jusqu’ici insoupgonné des porines dans
la socialisation et la formation de bio-
films chez P. stuartii et de proposer une
possible implication dans la communi-
cation intercellulaire. Les porines de P.
stuartii pourraient ainsi servir de jonc-
tions primitives au sein des communau-
tés flottantes formées par la bactérie,
sur le modele des jonctions intercellu-
laires observées chez les eucaryotes. Les
recherches futures viseront a tirer profit
des connaissances acquises sur le rdle
des porines pour la lutte contre P. stuar-
tii, en faisant d’elles des cibles théra-
peutiques de choix, permettant a la fois
de perturber les échanges transmembra-
naires de molécules et de disperser les
communautés sociales bactériennes deés
les étapes précoces de leur développe-
ment — et donc avant "établissement du
biofilm canonique. De telles approches

peuvent étre envisagées en association
avec des molécules biocides, telles que
les antibiotiques, afin de disperser les
cellules des communautés flottantes
et des biofilms et ainsi augmenter leur
sensibilité aux moyens classiques de
lutte antibactérienne [9]. Il faudra éga-
lement déterminer si d’autres bactéries
exploitent les DOT de porines pour se
socialiser et échanger ; un rapide exa-
men de la protein data bank’ le suggere,
révélant que 17 structures de porines
génétiquement différentes cristallisent
sous la forme de DOT. L'avenir dira com-
bien d’espéces bactériennes exploitent
ces structures pour se regrouper et com-
muniquer, permettant de déterminer le
spectre d’action d’une stratégie de lutte
ciblant les porines. ¢

Porins: a vital role and a social

link within the bacterial biofilm of

P. stuartii

" La protein data bank (PDB) est la principale banque de
dépbt de structures tridimensionnelles (déterminées expéri-
mentalement) de macromolécules biologiques.
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€léments cis-régulateurs
du locus IgH et maturation

des lymphocytes Bl et B2
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Sandrine Lecardeur, Yves Denizot

> La fonction d’un lymphocyte B est
de produire une immunoglobuline (Ig)
spécifique d’un antigéne. Pendant bien
longtemps rien ne ressemblait plus @ un
lymphocyte B qu’un autre lymphocyte B
alors que le lymphocyte T se déclinait,
entre autres, en T4, T8 ou TyO. €n fait,
de nombreuses études ont mis en évi-
dence I’hétérogénéité lymphocytaire B
avec I'existence des lymphocytes Bl et
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B2, compliquée par la description de
sous-populations particuliéres telles
les Bla, Blb, B2 folliculaires ou margi-
naux et B régulateurs. Les lymphocytes
Bl participent au systéme immunitaire
inné. Tres schématiquement, ils sont
produits dans le foie feetal, vont occu-
per des niches géographiques précises
(entre autres, les muqueuses aériennes
et digestives) oll ils vont s’y renouveler

et produire des IgM et des IgA poly-
réactives assurant la premiere ligne de
défense contre les pathogenes. Les lym-
phocytes B2, quant a eux, font partie
de 'immunité acquise. lls sont produits
a partir de la moelle osseuse, vont ter-
miner leur maturation dans les organes
hématopoiétiques secondaires, pro-
duisent des Ig de haute affinité (gréce
au processus d’hypermutation soma-
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