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PATHWAY

Sabine Quitard
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RESUME

EPEC colonise I’intestin gréle et cause des diarrhées aqueuses séveéres chez I’homme et la mort de milliers
d’enfants chaque année dans les pays en voie de développement. Ce pathogene code des facteurs de virulence
distribués sur sept loci de pathogénese. Le locus LEE (Locus of Enterocyte Effacement) code un appareil de
sécrétion de type IlI, les effecteurs permettant la formation de lésions cellulaires caractéristiques appelées
« Attaching and Effacing » et la perturbation des mécanismes de sécrétion et d’absorption des cellules
intestinales. Le LEE est essentiel dans la pathogéneése d’EPEC; cependant des effecteurs codés en dehors du
locus LEE joueraient un rdle essentiel dans 1’inhibition de la réaction inflammatoire. Des études indiquent
qu’EPEC inhibe I’activation du facteur de transcription NF-_B, élément central dela réponse immunitaire
innée, capable d’activer la production de 1’antimicrobien oxyde nitrique et de la chemokine interleukine-8
permettant le recrutement de cellules immunitaires sur le site d’infection.

Les effecteurs impliqués dans 1’inhibition de la réaction inflammatoire sont inconnus. Le but du projet est
donc de déterminer le ou les effecteurs capables d’inhiber 1’activation du facteur de transcription NF-_B et de
I’interleukine-8 afin de définir le mécanisme par lequel EPEC échappe au systéme immunitaire.

MOTS CLES : EPEC, effecteurs, non-LEE, réaction inflammatoire, NF-_B, interleukine-8, phagocytose
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Identification of Enteropathogenic

E. coli (EPEC) effector functions that inhibit
the host innate immune response pathway

Identification des effecteurs injecté€s par EPEC capables d’inhiber la

réponse immunitaire innée de I’hite

E. coli est une bactérie commensale qui colonise le tractus intestinal. Cependant au cours de
I’évolution, I’intégration d’éléments génétiques a permis la génération de nombreux pathogenes diarrhéiques
dont E. coli entéropathogene (EPEC). Ces pathogeénes ont acquis des facteurs de virulence capables de
favoriser la colonisation et la survie des pathogeénes dans de nouvelles niches, de contourner le systéme
immunitaire de I’hdte et de perturber les fonctions normales de la cellule intestinale afin d’induire une
diarrhée.

EPEC colonise I’intestin gréle et cause des diarrhées aqueuses séveres chez ’homme et la mort de
milliers d’enfants chaque année dans les pays en voie de développement. Les facteurs de virulence sont situés
dans des régions spécifiques du chromosome appelées loci de pathogénese et dans un plasmide codant des
facteurs de colonisation et de régulation.

Le séquencage du génome d’EPEC a permis d’identifier sept loci de pathogénése acquis par transfert
horizontal. Le LEE (« Locus of Enterocyte Effacement ») est le premier locus découvert et joue un rdle
essentiel dans le déclenchement de la maladie. Ce locus code un appareil sécrétoire de type III et les facteurs
de virulence impliqués dans la formation de 1ésions appelées « Attaching and Effacing » (A/E) caractérisées
par une adhésion intime a I’épithélium et I’effacement des microvilli absorbants. Le LEE code également les
facteurs de virulence impliqués dans la destruction de la barriére intestinale menant a la diarrhée. Des facteurs
de virulence, codés en dehors du LEE et injectés par 1’appareil de sécrétion de type III, joueraient un rdle
dans la colonisation, et conféreraient 8 EPEC la capacité d’échapper au syst¢tme immunitaire en inhibant la
réaction inflammatoire de 1’héte.

Des études montrent qu’EPEC inhibe ’activation du facteur de transcription NF-_B, élément central
dans la réponse immunitaire innée. Ce facteur de transcription fait parti d’une cascade de signalisation menant

a la production de cytokines, de chemokines et d’enzymes inductibles. Afin de définir le mécanisme par lequel



EPEC échappe au systéme immunitaire pour survivre dans le lumen intestinal, il est nécessaire de déterminer

le ou les effecteurs capables d’inhiber I’activation du facteur de transcription NF-_B.

Evolution d’Escherichia coli commensal en

pathogene

E. coli est un bacille gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae qui colonise le tractus
intestinal. Ce commensal est le plus abondant de la microflore intestinale, il est bénéfique a 1’héte et cause
rarement des maladies [1, 2] . Cependant la plasticité génomique de cette bactérie a permis 1’évolution de
pathogenes [3] . L’intégration d’éléments génétiques étrangers par transfert horizontal confére aux micro-

organismes des facteurs de virulence facilitant la colonisation et la survie dans des nouvelles niches.

1. Transfert horizontal de larges éléments génomiques : les loci de pathogénése

L’acquisition de matériel génétique provenant d’autres organismes par transfert horizontal joue un
r6le important dans 1’évolution des micro-organismes. La souche non pathogéne E. coli MG1655 contiendrait
environ 18% d’éléments génétiques étrangers et les souches pathogeénes telles qu’EPEC contiennent en plus de
larges régions génomiques conférant leur virulence [3]. Ces régions appelées loci de pathogénese ou
« Pathogenicity Islands» (PAI) peuvent étre acquises par une transformation naturelle (transfert non
spécifique d’ADN présent dans 1’environnement), une transduction (transfert d’ADN provenant de phages)

ou par conjugaison (transfert d’ADN entre bactéries par I'intermédiaire de pili sexuels) [4].

Les « Pathogenicity Island » (PAI) sont de larges régions génomiques de 10 a 200 kilo bases codant
des facteurs de virulence. Ces régions sont généralement présentes chez les bactéries pathogenes et sont

absentes chez les bactéries non-pathogenes de la méme espece [5].

La composition de ces loci exprimée en pourcentage de cytosine et guanine (G+C) différe du reste
du génome appuyant I’hypotheése du transfert horizontal, c'est-a-dire le transfert de matériel génétique

provenant d’autres organismes [3, 5].

Les PAI sont intégrés dans des régions spécifiques du chromosome et sont associés dans 75% des
PAI étudiés a des genes d’ARNt [3, 5]. Les génes ARNt semblent étre des sites d’intégration d’ADN
provenant de plasmides ou de phages. De plus les éléments génétiques mobiles tels que les génes codants des
intégrases et des transposons permettent 1’intégration, la délétion et la mobilité de ces PAI, d’ou leur

instabilité [5].



2 Facteurs de virulence

Les PAI et les plasmides codent de nombreux facteurs de virulence permettant la colonisation, la
survie des pathogénes dans de nouvelles niches, la sécrétion et la translocation de toxines et /ou effecteurs

capables de perturber les fonctions normales de la cellule héte et d’induire la maladie [5-7].

2.1 Facteurs facilitant la survie

Les bactéries ont déployés diverses stratégies afin de survivre dans leur environnement. Une de ces
stratégies est d’augmenter les ressources en ions ferreux. Le fer, difficile d’acces de par sa toxicité, est un
élément essentiel pour la plupart des organismes [8]. La principale ressource en fer accessible aux bactéries
est dans les systemes biologiques ou le fer est séquestré dans les métalloprotéines. Ainsi les bactéries ont
développé deux mécanismes afin de s’approprier le fer séquestré: I’expression de récepteurs membranaires
spécifiques aux transporteurs de fer tels que I’héme, I’hémoglobine, la transferrine et la sécrétion de

sidérophores capables de chélater les ions ferreux [S5, 8].

Ces systemes de fixation du fer sont essentiels pour les bactéries pathogenes, mais des souches non

pathogenes utilisent également ces mécanismes [5].

2.2 Facteurs facilitant la colonisation

La colonisation d’une niche est favorisée par I’expression de molécules d’adhésions ou adhésines a la
surface des bactéries. Ces molécules sont également impliquées dans la motilité et la propagation de ces
micro-organismes vers différents organes, le transport de protéines ou d’ADN, et la médiation de signaux
cellulaires pour influencer le syst¢tme immunitaire ou faciliter I’invasion [9]. Il existe deux types d’adhésines :

les adhésines de type fimbriae et non-fimbriae.

Les adhésines de type fimbrae ou pili sont des organelles filamenteuses protéiques ancrées dans la
membrane externe des bactéries gram négatives [10]. Les adhésines de type non-fimbrae sont généralement

des protéines de surface mono ou oligomériques pouvant étre sécrétées ou auto transportées [11].

2.2.1 Adhésines de type Fimbriae

Les pili de type I sont rencontrés dans 80% des souches sauvages d’Ecoli et permettent 1’adhésion
avec des cellules épithéliales [10, 12]. Les souches commensales expriment a la surface du pilus I’adhésine
FimH qui a une affinité pour les récepteurs contenant du tri-mannose alors qu’E.coli uropathogéne (UPEC)
exprime FimH qui a développé une affinité pour le mono-mannose abondant dans le tractus urinaire, d’ou

I’association de ce pathogene aux infections urinaires [13].
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Les Curli sont de fines fibres ayant des propriétés structurales et biochimiques comparables aux fibres
amyloides associées aux maladies d’Alzheimer et de Parkinson chez I’homme [13, 14]. Ces fibres sont
capables d’interagir avec de nombreuses protéines afin de faciliter I’adhésion et la dissémination des
pathogénes. Les pathogenes exprimant ce type de pili sont associés aux septicémies par leur capacité de fixer
le fibrinogene et le facteur XII afin de ralentir la coagulation, ou de fixer la plasmine, une sérine protéase
capable de dissoudre la fibrine des caillots sanguins [13, 14]. De plus, ces structures permettraient
I’internalisation des bactéries ; en effet la souche E.coli K12 exprimant des curli via un plasmide induit son

internalisation dans diverses lignées de cellules épithéliales [15].

Les pili de type IV, apparentés aux flagelles des archaebactéries et a I’appareil sécrétoire de type IV,
permettraient la translocation de molécules d’ADN et sembleraient servir de récepteur aux bactériophages
[11, 13, 16, 17]. Le pouvoir de rétraction de ces organes est trés caractéristique et permet non seulement
I’adhésion mais également la motilité des bactéries a la surface des cellules hétes. Les pili de type IV sont
capables de s’agréger et sont responsables de la formation de micro-colonies a la surface des cellules hétes. Ce

type d’adhésion est observé avec EPEC.

2.2.2 Adhésines de type non-fimbriae

Les adhésines de type non-fimbrae sont des protéines mono ou oligomériques de surface et nécessitent

un récepteur cellulaire afin de médier 1’adhésion avec la cellule héte [11].

Les adhésines trimériques auto-transportées (TAA pour « timeric autotransported adhesin ») sont
transportées via les systemes de sécrétion de type V. Ces adhésines sont caractérisées par leur structure

trimérique, et I’absence de clivage lorsque la protéine est externalisée [18].

De nombreuses adhésines sont ancrées dans la membrane externe de la paroi des bactéries et sont
ainsi capables d’interagir avec des molécules d’adhésion exprimées par les cellules de I’hdte telles que les
intégrines, les cadhérines ou les immunoglobulines [11, 19]. Dans le cas d’EPEC, 1’adhésine Intimine interagit
avec le récepteur Tir (« Translocated Intimin Recepteur »), d’origine bactérienne. EPEC est en effet capable
d’injecter son propre récepteur dans la cellule héte, ot celui-ci est phosphorylé puis intégré dans la membrane

de la cellule héte afin d’interagir avec son ligand Intimine [11].

Les adhésines jouent un réle important dans la pathogenese des bactéries et la colonisation des
organismes. Cependant la formation de ces adhésines de type fimbriae ou non-fimbrae est complexe et

nécessite la sécrétion de molécules a travers la paroi bactérienne.
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2.3 Les systémes de sécrétion

Les bactéries gram négatives, dont la paroi comprend deux membranes phospholipidiques et une fine
couche de peptidoglycane, ont déployé diverses stratégies afin de sécréter des facteurs de virulence vers le
milieu extracellulaire. Sept types de systemes de secrétions (TSS) sont connus chez les bactéries gram
négatives : de type I a type VI et chaperonne-usher. Ces systemes de sécrétion permettent la sécrétion de
molécules a travers la membrane externe et dépendent du systéme Sec ou directement a travers les membranes

internes et externes indépendamment du systeme Sec [5, 20].

2.3.1 Les voies générales de sécrétion

Le systeme Sec est la principale voie de transport de protéines a travers la membrane interne et
permet également I’insertion de protéines membranaires [21]. Les protéines précurseurs, synthétisées avec
une séquence signal dans le cytoplasme bactérien, sont maintenues dans une conformation non-repliée par une
chaperonne ; ce complexe est alors reconnu par une ATPase, le moteur permettant la translocation a travers un
canal formé par un complexe protéique. Lors de la translocation ou apres le transport de la protéine, la

séquence signal est alors clivée [21, 22].

Un systeme secondaire TAT (« twin-Arginine Translocase ») permet le transport de protéines et de
co-facteurs dans une conformation tridimensionnelle. La séquence signal est caractérisée par la présence de

deux résidus arginine. Ce systeme est également impliqué dans la sécrétion de facteurs de virulence [22, 23].

2.3.2 Systémes de sécrétion Sec-dépendants

Les systemes de sécrétion de type II, V et chaperonne-usher permettent la sécrétion de protéines
présentes dans I’espace péri plasmique a travers la membrane externe vers le milieu extracellulaire et

dépendent donc de la voie Sec.

Le systéme de sécrétion de type II (T2SS) est associé a la sécrétion d’enzymes de dégradation et de
toxines. Le T2SS bien que présent chez les bactéries non pathogenes est également associ€ a la virulence [5,
24].

Le systéme de sécrétion de type V (T5SS) correspond a la voie des protéines auto transportées et
comprend les voies de type Va (ou AT), Vb (ou le systeme des 2 partenaires) et Vc (ou TAA). Les molécules
sécrétées selon ces voies comprennent une séquence peptidique N-terminal, un domaine passager
correspondant au domaine a sécréter et un domaine de translocation qui d’inseére dans la membrane externe
formant un pore. Apres translocation le domaine passager peut étre clivé. Dans la voie de type Va, le domaine
passager et le domaine de translocation font parties de la méme protéine alors que dans la voie de type Vb ces
deux domaines sont des protéines distinctes. Dans le cas de la voie de type Vc, décrite pour les adhésines auto

transportées, les protéines sont sécrétées sous forme trimérique. [25]
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La voie chaperonne-usher permet 1’assemblage des organelles de surface telles que les pili de type I et
de type P [20]. Cette voie fait appel a des chaperonnes péri plasmiques et au complexe usher responsable de la

translocation [26].

2.3.3 Systémes de sécrétion Sec-indépendants

Les systemes Sec-indépendants permettent la sécrétion de molécules présentes dans le cytoplasme

bactérien directement dans le milieu extracellulaire ou dans le cytoplasme des cellules eucaryotes hétes.

Le systéme de sécrétion de type I (T1SS) est un complexe de trois molécules qui traversent la
membrane interne et externe. Ce complexe comprend un transporteur ancré dans la membrane interne qui
apporte I’énergie nécessaire a la translocation, une protéine membranaire de fusion, et une protéine formant un

pore dans la membrane externe. [11]

Le systeme de sécrétion de type III (T3SS) forme un complexe d’une vingtaine de protéines
permettant I’injection de molécules directement dans la cellule héte. Ce type de sécrétion est spécifique aux
bactéries gram négatives pathogenes [5]. Le corps basal, similaire a celui des flagelles, comprend une protéine
de la famille des sécrétines ancrée dans la membrane externe et un complexe protéique dans la membrane
interne qui forment un canal continue entre les deux membranes. Une structure filamenteuse, comparable a
l‘aiguille d’une seringue, se projette vers le milieu extracellulaire ; 1’aiguille se termine par un complexe qui
forme un pore dans la membrane de la cellule hote [27]. Les protéines injectées par le T3SS sont des facteurs
de virulence appelés effecteurs impliqués dans la subversion de nombreuses fonctions de la cellule héte afin
de promouvoir I’adhésion, I’invasion et la survie des bactéries [28]. Cependant le systeme de sécrétion de

type IV (T4SS) permet également la translocation d’effecteurs directement a travers la cellule hote.

Le T4SS, apparenté aux systemes de conjugaison, forme un complexe a travers la paroi bactérienne
d’ou se projette un pilus ou un canal sécrétoire qui permet d’entrer en contact avec la cellule receveuse. Ce
systéme permet non seulement la translocation d’effecteurs comme le T3SS mais également la translocation
d’ADN entre bactéries et I’intégration d’ADN provenant du milieu extracellulaire [29, 30]. Le T4SS
contribue donc a la propagation des geénes de virulence, a la plasticité du génome bactérien et a I’altération

des fonctions normales de la cellule héte.

Le systeme de sécrétion de type VI (T6SS), associé aux bactéries pathogenes et symbiotiques,
permet également 1’injection de molécules dans le cytoplasme des cellules eucaryotes [31, 32]. Un corps
complexe ancré dans la membrane interne permettrait le transport vers le périplasme des protéines Hcp
(Haemolysine co-regulated protein) et VgrG (valine-glycine repeat). Hcp formerait dans le périplasme un
canal en élongation et expulserait VgrG a travers la membrane externe de la paroi bactérienne et la membrane

cytoplasmique des cellules eucaryotes (fig3) [33].

2.4 Toxines et effecteurs
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Les toxines bactériennes et les effecteurs sont des molécules associ€es aux bactéries ou sécrétées qui

agissent sur des cellules cibles eucaryotes et perturbent leur fonctionnement [34, 35].

2.4.1 Toxines entériques

Les toxines entériques perturbent les fonctions normales de 1’épithélium intestinal et contribuent aux
symptéomes de la diarrhée. Elles induisent la sécrétion et /ou inhibent 1’absorption d’ions par diverses

mécanismes et sont classifiées selon leur fonction et selon leur mode d’action [35].

La classification fonctionnelle de ces toxines comprend quatre classes :
* Les toxines stimulant la sécrétion d’ions
* Les toxines altérant le cytosquelette
* Les toxines induisant des lésions cellulaires
* Les toxines induisant la production de seconds messagers du systéme nerveux entérique
La classification mécanistique comprend trois classes :
* Les toxines possédant une activité enzymatique
* Les toxines possédant un récepteur et induisant la production d’un second messager
* Les toxines s’insérant dans la membrane cytoplasmique pour former un pore perméable aux

ions
2.4.2 Effecteurs

Les facteurs de virulence injectées via les systemes de sécrétion de type III, IV et VI sont
généralement appelés effecteurs [36]. Ces molécules posseédent des homologies structurales et fonctionnelles
avec les protéines eucaryotes et sont ainsi capables d’interférer avec les fonctions de la cellule héte [33, 37].
Les effecteurs possedent des activités enzymatiques, régulatrices ou signalétiques afin de permettre I’invasion
de cellules non-phagocytaires, d’inhiber la phagocytose ou la réponse inflammatoire, d’induire I’apoptose et

de moduler le trafic intracellulaire.

2.5 Conclusion

E.coli est une bactérie commensale de la microflore intestinale ot I’acquisition de plasmides et/ou de
loci de patogénese a permis I’évolution de souches pathogeénes pouvant induire des diarrhées, infecter le
tractus urinaire, ou causer des septicémies et des méningites [38]. La capacité d’un organisme entérique
d’infecter le tractus urinaire dans le cas d’UPEC (E.coli Uropathogénique) ou de coloniser les vaisseaux

sanguins s’explique par la présence de pili et d’adhésines spécifiques.
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Les adhésines et les systémes de sécrétion jouent un réle important dans la pathogénése des bactéries.
Les adhésines facilitent la colonisation et les systémes de sécrétion permettent la sécrétion de nombreux
facteurs de virulence qui perturbent les fonctions normales de la cellule eucaryote. Les organelles
extracellulaires telles que les pili, les systemes de sécrétion et méme les flagelles sont confrontés aux mémes
problémes physiologiques : le transport de protéines cytoplasmiques vers le milieu extracellulaire a travers
deux membranes lipidiques. Ceci permet d’expliquer des origines ancestrales communes de certains des

organelles telles que les flagelles, les pili et certains systémes de sécrétion.

3. Escherichia coli diarrhéiques

Chaque année les diarrhées causent la mort de 2.5 a 5 millions d’individus dont 80% des enfants dgés
de moins d’un an [39, 40]et Escherichia coli est 'une des causes majeures [41]. Les souches d’E.coli
diarrhéiques sont capables de coloniser les muqueuses intestinales ; cependant leurs mécanismes pour
déclencher la maladie différent. Il existe sept types de pathogenes caractérisés par leur sérotype et leur
mécanisme d’infection et posseédent un ou plusieurs PAI ou plasmides codant des facteurs de virulence : E.coli
produisant la toxine « cytolethal distending », E.coli a adhérence diffuse (DAEC), E.coli entéro-toxique
(ETEC), E.coli entéro-invasif (EIEC), E.coli entéro-agrégative (EAEC), E.coli entéro-hémorragique (EHEC)
et E.coli entéro-pathogene (EPEC) [2, 41].

Nataro et Kaper ont classifi€ les principales souches diarrhéiques selon le mécanisme de
déclenchement de la diarrhée :
* Sécrétion de toxines entériques (ETEC et EAEC)
* Invasion de cellules non-phagocytaires (EIEC)

* Intime adhérence avec signalisation membranaire (EPEC et EHEC)

Les pathogeénes diarrhéiques ont développé une multitude de stratégies afin de coloniser le tractus

intestinal, d’échapper au systéme immunitaire, et déclencher la diarrhée.

La colonisation est un facteur essentiel. ETEC colonise le intestin gréle et exprimerait plus de vingt
facteurs de colonisation protéiques appelés CS ( pour « coli surface antigéne ») [42]. EAEC, caractérisée par
une adhérence de type agrégative sur les cellules Hep-2, induit la production de mucus a la surface des
bactéries afin de permettre son « incrustation » a la surface des cellules épithéliales. EPEC est aussi
caractérisée par son adhérence et forme des micro-colonies ; ce type d’adhésion nécessite les pili de type IV
appelés BFP (« Bundle Forming Pili »). EPEC induit des Iésions caractéristiques appelées « Attaching and
Effacing » (A/E) et nécessite I’injection d’effecteurs via 1’appareil de sécrétion de type III [43]. Le terme A/E
implique un attachement intime aux cellules épithéliales qui favorise la colonisation et I’effacement des

microvilli.



Les bactéries déploient diverses mécanismes afin d’échapper au systéme immunitaire. L’invasion des
cellules intestinales par EIEC permettrait d’éviter 1’activation de la réponse inflammatoire. Dans le cas
d’EPEC I’injection d’effecteurs est essentiel pour inhiber la phagocytose par les macrophages et 1’activation
du facteur de transcription NF-_B, élément central de la réponse immunitaire innée afin de survivre dans son

environnement [44, 45].

Le déclenchement de la diarrhée est complexe et nécessite de nombreux facteurs de virulence afin de
coloniser 1’épithélium intestinal, de survivre dans cet environnement et de sécréter des molécules capables
d’interférer avec les fonctions normales de la cellule intestinale. Les diarrhées sont caractérisées par une
accumulation de liquide dans le lumen et sont causées par la destruction de la perméabilité intestinale,
I’inhibition des mécanismes d’absorption et de sécrétion d’électrolytes associés au passage de molécules d’eau
vers le lumen afin de compenser 1’accumulation d’ions [46]. EPEC injecte de nombreux effecteurs dans les

cellules intestinales capables d’interférer avec chacune de ces fonctions.
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Escherichia entéropathogene et ses

facteurs de virulence

Escherichia coli entéropathogéne (EPEC) infecte I’intestin gréle causant des diarrhées aqueuses
séveres chez I’homme et la mort de milliers d’enfants chaque année dans les pays en voie de développement
[2]. Ce pathogene induit la formation de lésions intestinales caractéristiques de la famille des « Attaching and
Effacing » (A/E). Les pathogeénes A/E détruisent les microvilli absorbantes et adhérent intimement a
I’épithélium intestinal en formant un piédestal riche en actine sous la bactérie adhérente [2, 47].

Le déclenchement de la maladie nécessite la colonisation de I’intestin, I’échappement au systéme
immunitaire, I’effacement des microvilli et la destruction de la barriere intestinale. Le plasmide « encoded
adhesion factors » (pEAF) code les pili de type IV permettant de coloniser le tractus intestinal et le locus LEE
(Locus of Enterocyte Effacement) code 1’appareil de sécrétion de type III et les effecteurs permettant la
formation des 1ésions A /E et la subversion des fonctions normales de la cellule intestinale [40, 48]. Le LEE
est essentiel dans la pathogenése d’EPEC menant a la diarrhée ; cependant les effecteurs codés en dehors du
LEE (Nle pour « non-LEE encoded ») joueraient un réle dans la colonisation [47, 49] et conféraient 8 EPEC
la capacité d’inhiber la réaction inflammatoire de 1’h6te [50]. Le séquencage récent d’EPEC a permis de

déterminer la présence de six autres PAI codants 21 effecteurs [51].

1. Le locus LEE

Le Locus of Enterocyte Effacement (LEE) est I’'un des plus importants locus identifié. Il est non
seulement indispensable dans le processus d’infection mais il est également capable de conférer a un E.coli

non pathogene I’aptitude d’induire des l€sions « Attaching and Effacing » [52, 53].

Le LEE code les genes régulateurs (activateurs et répresseurs) des génes de virulence [54], les
protéines impliquées dans la formation de 1’appareil sécrétoire de type III (TTSS), la protéine membranaire
extracellulaire appelée Intimin, six effecteurs et deux chaperonnes [47]. L’organisation du LEE en cinq
opérons permet de mettre en valeur I’importance des geénes impliqués dans ’appareil de type III qui

représentent plus de 40% des génes de ce PAL



1.1 I.’appareil sécrétoire de type II1 d’EPEC

Le T3SS d’EPEC est un complexe d’une vingtaine de protéines qui permet I’injection de facteurs de
virulence dans le cytoplasme des cellules intestinales. Un corps basal apparenté a celui des flagelles est ancré
dans la paroi des bactéries et se prolonge par un filament rigide. Ce filament, formé par la polymérisation de la
protéine espA, permet la sécrétion des translocateurs espB et espD qui forment un pore dans la membrane de
la cellule héte [55, 56]. EspB est également injecté dans le cytoplasme de la cellule héte et faciliterait

I’effacement des microvilli et I’inhibition de la phagocytose [57].

La translocation des effecteurs nécessite une séquence signal N-terminal et/ou des chaperonnes qui
dirigent les effecteurs vers I’appareil de sécrétion [58, 59]. EPEC code deux chaperonnes cesT et cesF
(Chaperonne EPEC Secreted). CesT facilite la translocation de plusieurs effecteurs dont Tir (Translocated
Intimin Recepetor), Map (Mitochondrial Associated Protein), espH, espZ et NleA (Non-LEE A) [60,

61] tandis que cesF facilite la translocation d’espF [62].

Les substrats de 1’appareil de type III sont nombreux et a présent 21 effecteurs ont été identifiés chez

EPEC [51]. Ces effecteurs ciblent divers organelles et sont responsables du déclenchement de la maladie.
1.2 Les Effecteurs du LEE

Le LEE code six protéines injectées par le T3SS et une protéine membranaire appelée Intimin. Tir,
Map et espF ont été intensivement étudiés et sont des molécules multifonctionnelles impliquées dans diverses
fonctions de la cellule hote. Les effecteurs espG, espH et espZ ont été moins étudiés et leurs rdles restent a
déterminer.

Tir est essentiel dans le processus du développement de la maladie. L’insertion de cet effecteur dans la
membrane cytoplasmique des cellules intestinales permet d’interagir avec son ligand Intimin afin d’adhérer
intimement a la cellule héte [63]. De plus, ’interaction Tir-Intimin déclenche divers signaux a travers la
cellule héte menant & la formation de piédestaux riches en actine sous les bactéries adhérentes [63] et a

I’enfouissement des bactéries dans les microvilli de la bordure en brosse des entérocytes [64].

Map et EspF sont des protéines multifonctionnelles qui ciblent les mitochondries et induisent la
destruction des jonctions serrées, I’effacement des microvilli et I’inhibition de la pompe a sodium/glucose
SGLT-1 [64-67]. Ces effecteurs possédent également des activités non mitochondriales telles que le
réarrangement du cytosquelette cdc42-dépendent induit par Map [68] et I’inhibition de la phagocytose des

bactéries par espF [69].

EspG et son homologue espG2 (ou orf3) jouent un rdle dans la destruction des microtubules et des
jonctions serrées, et I’activation des calpaines qui clivent les protéines du cytosquelette pour « décoller » les

cellules [70-72].
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EspH réprime la formation de filopodes, favorise la formation des piédestaux riches en actine [73] et

joue un rdle mineur dans I’inhibition de la phagocytose [74].

EspZ interagirait avec la protéine héte CD98 afin de retarder les effets toxiques au cours d’une

infection avec EPEC [75].

L’une des caractéristiques émergentes des effecteurs du LEE est leur capacité d’interagir entre eux de
maniere synergétique, antagoniste ou redondante. En effet la coopération de Map, EspF et Intimin permet de
déstabiliser les fonctions de la barriére intestinale en agissant sur les jonctions serrées [67] et la coopération de
Map, EspF, Tir et Intimin entraine I’effacement des microvilli [64]. De plus, Tir joue un réle protecteur en
inhibant 1’activation des calpaines induite par espG et Orf3 afin de limiter le détachement des cellules de la
barriere intestinale [72] et régule négativement en coopération avec espH la formation de filopodes induite par
Map [73, 76].

2. Le plasmide pEAF

EPEC possede un large plasmide pEAF (plasmid for EPEC adherence factor) qui code un opéron
dédié a la production de BFP (Bundle-Forming-Pili), et un second opéron per (plasmid encoded regulator)

dédié a I’activation des génes du LEE et du géne bfp [77].

BFP est un pili de type IV qui confére a EPEC une adhérence locale caractérisée par la formation de
micro-colonies a la surface des cellules épithéliales [78]. Des études effectuées sur des volontaires indiquent
que BFP est un facteur essentiel dans la colonisation de I’intestin ; en effet une mutation au niveau de ce pili

rend EPEC non-virulent [79].

Per régule positivement I’expression du géne ler de ’opéron LEE] qui active I’expression des genes
codés des opérons LEE2, LEE3, et LEE4 [77]. Le Ler est également activé par le Global Regulator Ler
Activator (GlrA) et réprimé par le Global Regulator Ler Repressor (GIR) [54, 80].

3 Les loci de pathogénese Non-LEE

Le séquencage récent d’EPEC a permis de déterminer la présence de six autres loci intacts codant 14
effecteurs [51]. La découverte des effecteurs codés en dehors du LEE est relativement récente et un phénotype

a été attribué pour cinq effecteurs seulement : NleA, NleB, NIeE, NleF et NleH.

NleA jouerait un réle dans la destruction des jonctions serrées de 1’épithélium intestinal [81] et NleH
avec son activité anti-apoptotique favoriserait la survie des cellules intestinales [82]. NleB et NleF sont
associés a la colonisation de 'intestin de souris infectées avec Citrobacter rodentium [83, 84]. De plus, NleB

augmenterait 1’activité de NleE dans ’inhibition du facteur de transcription NF_B, élément central activateur



de la réponse immunitaire innée [85]. Des études précédentes ont montré qu’EPEC est capable d’inhiber

I’activation du facteur de transcription NF_B et suggéraient un réle des effecteurs Non-LEE [45].

En plus de ces effecteurs, EPEC code une toxine auto-sécrétée appelée espC associée a la résistance
lysosomique [86] et une adhésine afimbrial LifA (« lymphocyte inhibitory factor ») jouant également le rdle
de lymphotoxine [87, 88]. EspC, injectée dans les cellules épithéliales par le T3SS [89], cible et clive la
protéine fodrine, associée au cytosquelette. EspC n’interviendrait pas dans la formation des Iésions A/E ou la

formation de piédestaux et son réle dans la pathogénese d’EPEC est inconnu [86, 90].

4. Autres facteurs de virulence

BFP joue un réle essentiel dans la colonisation, cependant EPEC code diverses adhésines dont Intimin
et LifA. Le séquencage du chromosome d’EPEC a permis de mettre en évidence la présence de huit opérons
intacts codant des adhésines de type fimbriae, six systemes de fixation du fer afin de faciliter la survie, et un

appareil de sécrétion de type II [51], cependant les substrats sont inconnus actuellement.

5. Conclusion

La pathogénese d’EPEC fait intervenir de nombreux facteurs de virulence codés sur sept PAI et un
plasmide. Les pili de type IV BFP, codés par le plasmide pEAF, sont essentiels dans la colonisation de 1’h6te

[79], cependant le mécanisme aboutissant a la diarrhée est méconnu.

Le LEE est le premier locus découvert et est sans doute 1’un des plus importants. Il confére a une
souche non pathogene la capacité d’induire les lésions caractéristiques de la famille des pathogenes A/E
(« Attaching/Effacing ») caractérisées par un attachement intime a 1’épithélium intestinale et I’effacement des
microvilli [52]. Le LEE code un appareil de type III permettant la translocation d’effecteurs dans la cellule
héte et les effecteurs (dont Tir, Map et espF) capables de subvertir les fonctions normales de la cellule héte.
Le LEE code également une adhésine appelée Intimin qui interagit avec son ligand Tir (« Translocated Intimin
Receptor ». Tir et Intimin sont également des facteurs essentiels dans la virulence d’EPEC. En effet des études
in vivo effectués chez la souris avec Citrobacter rodentium indiquent que leur réle est essentiel dans la
colonisation de I’intestin [53]. Les effecteurs injectés dans la cellule héte ciblent divers organelles dont les
mitochondries, le nucléole et les jonctions serrées pour perturber leurs fonctions. Ces effecteurs sont souvent
des protéines multifonctionnelles capables d’interagir entre eux de manicre synergétique, antagonistes ou

redondantes.

Six autres PAI codant quatorze effecteurs ont également un réle dans la pathogéneése d’EPEC. Ces
effecteurs ont été beaucoup moins étudiés, cependant des études récentes précisent leur réle dans divers

procédés biologiques dont la colonisation de I’héte et I’inhibition de la réaction inflammatoire [83-85].
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Escherichia entéropathogene et

déclenchement de la diarrhée

L’épithélium de I’intestin gréle est composé de quatre lignées cellulaires provenant d’une cellule
pluripotente. Les entérocytes sont les cellules intestinales les plus abondantes et jouent un réle essentiel dans
les phénomenes d’absorption et de sécrétion. Ces cellules assurent également la perméabilité de 1’épithélium
en formant entre elle des complexes appelés les jonctions serrées. Les cellules a gobelet, entéro-endocrines et
de Paneth permettent de protéger I’organisme en sécrétant respectivement des mucines (formant alors un
mucus), des hormones telles que la sérotonine et des peptides antimicrobiens tels que la défensine-_ [91-95].
Des régions spécialisées de ’intestin gréle appelées les plaques de Peyer sont présentes dans la sous-
muqueuse de I’intestin gréle et contiennent des agrégats de follicules lymphoides. L’épithélium associé a ces
plaques contient également des cellules M qui jouent un réle essentiel dans I’immunité des muqueuses en
permettant la transcytose d’antigeénes et de pathogenes vers ces tissus lymphoides. Les cellules dendritiques
peuvent alors internaliser ces éléments étrangers et présenter des peptides antigéniques aux cellules

immunitaires pour induire une réaction immunitaire ou de tolérance [96, 97].

L’épithélium intestinal forme ainsi une barriere physique imperméable capable d’absorber les
nutriments et de protéger I’organisme contre les agents pathogénes présents dans le lumen. L’épithélium
intestinal est colonisé par une flore commensale qui joue un réle bénéfique et essentiel dans la digestion et
I’apport de vitamines. Cette barri¢re intestinale est donc en homéostasie permanente entre la tolérance et
I'immunité [91]. Le facteur de transcription NF-_B est essentiel dans le maintient de ce balance immunitaire

et permet d’induire une réponse immunitaire afin d’éliminer les organismes étrangers [98].

EPEC colonise et injecte des effecteurs dans les cellules intestinales pour subvertir leurs fonctions et
induire la maladie. Le déclenchement de la diarrhée par EPEC implique la colonisation intestinale, 1’injection
d’effecteurs dans les cellules intestinales, I’échappement au systéme immunitaire permettant la survie du

pathogene et la disruption des mécanismes de sécrétion et d’absorption de 1’épithélium intestinal.

1. Echappement au systéme immunitaire

La réponse immunitaire innée ou inflammatoire est la premiére ligne de défense contre les organismes

étrangers. Les cellules épithéliales et immunitaires expriment a la surface des récepteurs appelés « Pattern
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Recognition Receptor » (PRR) capables de reconnaitre des motifs spécifiques microbiens appelés « Pathogen
Associated Molecular Pattern » (PAMP) et d’induire une cascade de signalisation aboutissant a 1’activation
de facteurs de transcription pour induire une immunité. Des études indiquent qu’EPEC est capable d’inhiber
I’activation du facteur de transcription NF-_B, élément central de la réponse immunitaire innée et du maintient
de I’homéostasie immunitaire, capable d’induire une cascade de signalisation menant a la production de
cytokines, de chemokines et d’enzymes inductibles [99, 100]. Plus spécifiquement EPEC inhibe I’induction
de I'iNOS (inducible Nitric Oxide Synthétase) et la production d’interleukine-8 (IL-8) [50]. L’iNOS est une
enzyme produisant de I’ oxyde nitrique , un antimicrobien efficace contre les bactéries adhérentes alors que
I’IL-8 est une chemokine inflammatoire qui permet le recrutement de cellules immunitaires telles que les

macrophages sur le site d’infection [101].

EPEC est également capable d’inhiber la trancystose par les cellules M et la phagocytose par les
macrophages. La phagocytose est défini comme |’internalisation de molécules de taille supérieur a 0.5_m par
des cellules spécialisées telles que les macrophages et les cellules dendritiques capables de présenter des
antigénes aux cellules immunitaires et d’induire la production de cytokines inflammatoire pour activer la
réponse immunitaire adaptative [102-104]. La phagocytose est un processus qui nécessite une interaction
entre la molécule a internaliser et un récepteur des cellules phagocytaires pour induire le remodelage du
cytosquelette d’actine aboutissant a la formation des coupes phagocytaires et de pseudopodes. La formation et
la maturation des phagosomes nécessitent la fusion membranaire et le trafic vésiculaire pour former un
phagolysosome ou les éléments étrangers sont dégradés [103, 105, 106]. La kinase PI3 joue un réle essentiel
dans le mécanisme de la phagocytose et régulerait la fermeture du phagasome et le trafic membranaire [104,
107]. EPEC inhibe la voie PI 3-kinase (phosphatidylinositol), la formation des coupes phagocytaires en
interférant avec I’interaction actine-myosine, et interfére avec la dynamique du cytosquelette au cours de
I’internalisation [44, 57]. Les effecteurs espF, espB et espH respectivement sont responsables de I’inhibition
de phagocytose [57, 69]. Un effecteur non-LEE, espJ inhiberait en plus 1’opsonisation de particules par les
récepteurs Fc_R et CR3 (« complement receptor ») [108]. De plus, espB en interférant avec la myosine

impliquée dans la formation des microvilli, contribuerait également a I’effacement des microvilli.

2. Déstabilisation de ’homéostasie de I’épithélium

La perméabilité de I’épithélium est maintenue par la formation de jonctions serrées entre les cellules
intestinales et implique la polarisation de ces cellules ayant une composition différente entre la membrane
apicale formée de microvillosités absorbantes appelées microvilli et la membrane basale [109]. La membrane
apicale contient plusieurs pompes et transporteurs qui permettent le transport spécifique d’électrolytes et de
molécules d’eau. La perturbation de la perméabilité de 1’épithélium et la perturbation des mécanismes

d’absorption et de sécrétion d’électrolytes sont des facteurs contribuant a la diarrhée.

2.1 Déstabilisation des jonctions serrées
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\O

t
t



Les jonctions serrées forment des complexes composés de protéines transmembranaires,
cytoplasmiques et de signalisation. Les protéines transmembranaire occludines, claudines et JAMs (IgG like
family of Junctional Adhesion Molecules) permettent 1’adhésion entre les cellules intestinales alors que les
protéines cytoplasmiques zonula occudens (ZO) stabilisent les jonctions en formant un réseau entre les

protéines transmembranaires et le cytosquelette [110] .

EPEC utilise plusieurs stratégies afin de perturber la perméabilité de I’épithélium [40, 111]:
* la déstabilisation des jonctions serrées en agissant au niveau du cytosquelette et au niveau de la
formation des jonctions permettant I’ouverture de ces jonctions et ainsi le passage de fluides.

* ladestruction de I’intégrité de 1’épithélium en induisant le détachement des cellules épithéliales.

Le cytosquelette permet de stabiliser les jonctions serrées, cependant EPEC phosphoryle les MLC
(Myosine Light Chain) induisant la contraction du cytosquelette et ainsi I’ouverture des jonctions serrées. Le
mécanisme impliqué dans la phosphorylation des MLC reste inconnu cependant EPEC stimule la libération
intracellulaire de calcium et I’accumulation de complexes Ca2+-calmoduline capable d’activer les MLCK

[112].

EPEC interfere avec l’intégrité des jonctions serrées en induisant la phosphorylation et ainsi la
dissociation de la protéine occludine impliquée dans la formation des jonctions serrées [113]. Ce phénotype

est associé a la coopération des effecteurs Map et espF [67].

EPEC détruit également 1’intégrité de 1’épithélium en induisant le détachement des cellules via
I’activation de protéases, les calpaines. EspG et son homologue Orf3 jouent un réle mineur dans
I’augmentation de la perméabilité [71], cependant cette activité est en partie inhibée par Tir qui joue un rdle

protecteur [111].

2.2 Inhibition des mécanismes d’absorption et de sécrétion d’électrolytes

L’épithélium intestinal est en continuelle homéostasie entre la sécrétion et 1’absorption d’électrolytes
pour former un gradient osmotique permettant le passage de fluides. La sécrétion de fluides permettrait
également de former un environnement plus favorable a la digestion enzymatique et faciliterait ainsi
I’absorption des nutriments [114]. Le gradient osmotique est maintenu par la présence de transporteurs
présents dans la membrane apicale et basale des cellules intestinales permettant le transport d’ions chlorures et
sodiums. Le mécanisme par lequel EPEC induit la diarrhée implique I’inhibition de 1’absorption des ions Na+
et Cl-, et I’activation de la sécrétion d’ions Cl- aboutissant a I’accumulation et a la sécrétion de fluides dans le

lumen [40].
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L’absorption est inhibée par trois mécanismes :
* [’inhibition de I’échangeur Na+/H+ (NHE3)
* Dinhibition de I’échangeur CI-/OH- (DRA) permettant le maintient de d’électro-neutralité
* Dinhibition du co-transporteur glucose/Na+ permettant I’absorption jusqu’a 6L d’eau par jour
(SGLT1).

EspF est un effecteur multifonctionnel impliqué dans 1’inhibition des jonctions serrées mais également
dans I’inhibition de NHE3, cependant le mécanisme est inconnu [115]. EspG et Orf3 déstabilisent les
microtubules ce qui induit une redistribution de 1’échangeur DRA de la membrane apicale vers des
compartiments intracellulaires et induisent ainsi 1’inhibition de ’absorption par cet échangeur [116]. SGLT1
est inhibé par la destruction des microvilli absorbants contenants ce transporteur et par I’activité des effecteurs

espF, Map, Tir, et la protéine extracellulaire Intimin [64].

3. Conclusion

Au cours de I’évolution le transfert horizontal d’éléments génétiques aurait permis a une souche
commensale E.coli d’acquérir des loci de pathogénése (PAI) codants des facteurs de virulence et de devenir
ainsi pathogene. EPEC sécréte directement dans les cellules intestinales une multitude d’effecteurs capables
de cibler divers organelles et d’interagir entre eux de manicre synergétique, antagoniste ou redondante afin de
favoriser la colonisation intestinale et de déstabiliser les fonctions normales de la barriére intestinale dont
I’immunité, la perméabilité de 1’épithélium, la sécrétion et I’absorption d’électrolytes pour induire une
diarrhée de type aqueuse.

La colonisation est favorisée par I’expression de pili de type IV (BFP) et 'interaction du ligand
Intimin avec son récepteur Tir. Cette interaction induit également une cascade signalétique aboutissant a la
formation de piédestaux riches en actine sous les bactéries adhérentes. Les effecteurs possedent des
homologies structurales et fonctionnelles avec les protéines eucaryotes et sont ainsi capables d’interférer avec
les fonctions normales des cellules intestinales. Ainsi EPEC échappe au syst¢éme immunitaire en inhibant son
internalisation par les cellules M et les cellules phagocytaires et en inhibant le déclenchement de la réaction
inflammatoire en interférant avec 1’activation, la translocation et la transcription du facteur de transcription
NF-_B. Plusieurs effecteurs ciblent les jonctions serrées et les transporteurs intestinaux afin de perturber la
perméabilité de 1’épithélium et d’inhiber 1’absorption d’électrolytes et de molécules d’eau contribuant ainsi au

déclenchement de la diarrhée.

Le mécanisme d’EPEC permettant I’échappement au syst¢éme immunitaire, et plus précisément
I’inhibition de la réaction inflammatoire, est I’'un des aspects qui nous intéresse. L’identification des loci de
pathogénese et des effecteurs responsables de 1’inhibition du facteur de transcription NF-_B est donc

indispensable.



Le projet de recherche : identification des
effecteurs inhibant la réaction

inflammatoire

1. Le but du projet

Le mécanisme d’infection d’EPEC est complexe et nécessite 1’injection de nombreux facteurs de
virulence dans les cellules intestinales pour induire la maladie. Les effecteurs du LEE sont essentiels dans ce
processus et contribuent a la diarrhée en subvertissant les fonctions normales de la cellule intestinale dont la

disruption des jonctions serrées, I’effacement des microvilli et I’inactivation de la pompe majeure intestinale
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absorptive SGLT-1 [47, 64, 67]. Toutefois la capacité d’EPEC a coloniser ’intestin et a survivre dans cet
environnement implique des effecteurs codés en dehors du LEE. Des études indiquent qu’EPEC est capable
d’échapper au systéme immunitaire en inhibant la réponse immunitaire innée et les effecteurs impliqués

seraient codés en dehors du LEE [50].

EPEC est capable d’inhiber ’activation du facteur de transcription NF- B, élément central de la
réponse immunitaire cependant son mécanisme est inconnu [45]. L’activation des PRRs avec des PAMPs
induit une cascade de signalisation aboutissant a 1’activation de NF-_B. Cette cascade de signalisation
implique la phosphorylation de la kinase IKK qui elle-méme phosphoryle I_B, I’inhibiteur de NF-_B. I_B
forme un complexe avec NF-_B pour empécher la translocation de ce facteur de transcription dans le noyau
nucléaire. La phosphorylation d’I_B induit son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome , libérant
ainsi NF-_B qui peut ainsi migrer dans le noyau pour activer la transcription de geénes jouant un rdle dans la

réponse inflammatoire [117].

Des études dans le laboratoire se sont focalisées dans la découverte des genes impliqués dans
I’inhibition du facteur de transcription NF-kB et de la production d’IL-8. La premicre stratégie a été de
déterminer I’implication des effecteurs du LEE et une série de délétions (Tir, Map, espF, espH, espZ et
espG) ont été créés afin de tester la capacité des mutants a inhiber ou non la production d’IL-8. Les résultats
de cette étude indiquent que les effecteurs du LEE ne jouent pas un réle dans cette inhibition et impliquent le

rble des effecteurs codés en dehors du LEE [45].

Le but du projet est donc de déterminer le ou les effecteurs (codés en dehors du LEE) capables
d’inhiber la réaction inflammatoire et la production d’IL-8 afin de déterminer le mécanisme d’EPEC pour
échapper au systéme immunitaire. A présent quatorze effecteurs codés sur six PAI ont ét€ identifiés et sont
potentiellement impliqués dans ce phénotype. L une des stratégies utilisée consiste a générer la délétion de
chaque PAI par échange allélique dans le chromosome d’EPEC et de tester la capacité de ces mutants a
inhiber la production d’IL-8. La délétion individuelle des effecteurs de chaque PAI impliqué dans cette

inhibition permettra de déterminer la contribution de chaque effecteur et leur mécanisme.

2. Les stratégies utilisées

La stratégie initiale du projet était de transformer une souche E.coli non pathogene capable
d’exprimer 1’appareil sécrétoire de type III d’EPEC. Cette souche non pathogeéne permettrait I’injection

d’effecteurs codés par un plasmide afin de déterminer leur capacité a inhiber la sécrétion d’IL-8.



Les effecteurs injectés par 1’appareil de sécrétion de type III (T3SS) sont des molécules
multifonctionnelles pouvant coopérer de maniére synergétique, antagoniste ou redondante. C’est pourquoi la
génération d’une souche d’E. coli non pathogene capable de former I’appareil sécrétoire de type III d’EPEC a
été la stratégie choisie. L’utilisation d’une souche non-EPEC limite les interactions entre les effecteurs LEE et

non-LEE et permet d’étudier uniquement 1’activité des effecteurs de chaque PAI codés par un plasmide.

Le clonage des genes impliqués dans 1’appareil sécrétoire dans un chromosome artificiel bactérien
(BAC) devrait permettre a cette souche d’injecter des effecteurs de virulence codés par un plasmide.
Cependant cette stratégie a du étre abandonné par 1’inefficacité de cette souche a exprimer et a sécréter les
molécules de ’appareil de sécrétion. Le LEE a été également cloné dans le chromosome de MG1655,

malheureusement cette stratégie n’a pas permis d’obtenir des niveaux d’expression et de sécrétion suffisants.

La deuxie¢me stratégie est donc de générer la délétion des six loci non-LEE dans le chromosome
d’EPEC et de tester leur capacité a inhiber la réaction inflammatoire et la production d’IL-8. Le génome
d’EPEC est séquencé et des analyses bioinformatiques ont permis de mettre en évidence six PAI codant 14
effecteurs [51]. La totalité de chaque PAI a été muté et implique la délétion de régions chromosomiques de 25
a 60Kb par échange allélique. Le clonage des effecteurs dans des plasmides d’expression va permettre de

complémenter les mutants défectueux afin de confirmer leur réle.
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