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Chapitre I. Mycobacterium abscessus, un pathogeéne émergent

en santé humaine

La plus célébre des mycobactéries, Mycobacterium tuberculosis, découverte en 1882 par Robert Koch
représente depuis des décennies un probleme de santé publique majeur [1]. Néanmoins, I'émergence des
infections causées par des mycobactéries atypiques et généralement réfractaires aux traitements

proposés telles que Mycobacterium abscessus est a prendre en considération.

1. Epidémiologie des mycobactéries non-tuberculeuses
a. Prévalence et incidence des mycobactéries non-tuberculeuses

Les mycobactéries non-tuberculeuses (MNT) sont des bactéries de I’environnement décrites, pour la
majorité, comme non-pathogénes strictes de ’lHomme ou comme des bactéries saprophytes [2,3]. De nos

jours, on distingue environ 200 espéces différentes avec une forte hétérogénéité de virulence [2,4,5].

Au cours des derniéres années, I'incidence des infections causées par des MNT n’a fait qu’augmenter,
allant jusqu’a surpasser celle de la tuberculose dans les pays développés [6]. En Ecosse par exemple, le
nombre de cas pour ce type d’infection a progressé de 3,4/100 000 cas a 6,5/100 000 cas en huit ans (2011
a 2019) [7]. Aux Etats-Unis, un bond a été observé de 1980 a 2013 passant de 2,4/100 000 cas a
15,2/100 000 cas recensés [8]. Cette tendance résulte, entre autres, des nombreux facteurs de risque
(augmentation globale de I'dge de la population, maladies pulmonaires, immunosuppression, etc.)
auxquels la population actuelle est confrontée [6]. La zone géographique semble également impacter les
probabilités de contracter une infection causée par une MNT. En effet, des travaux menés en 2013 sur
des isolats pulmonaires provenant de patients de différentes régions du monde ont permis d’évaluer la
prévalence de diverses MNT [9]. Parmi les 91 especes de MNT rencontrées lors de cette étude, six especes
se sont démarquées: le complexe Mycobacterium avium (47%), Mycobacterium gordonae (11%),
Mpycobacterium xenopi (8%), Mycobacterium fortuitum (7%), Mpycobacterium kansasii (4%) et
M. abscessus (3%). Le complexe M. avium, espéce majoritairement isolée, représente 71% des
échantillons provenant d’Australie contre 31% de ceux isolés en Amérique [9]. Concernant les
mycobactéries a croissance rapide telles que M. abscessus ou M. fortuitum, une prévalence supérieure

en Asie de I'Est a été décrite [9].
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Sources possibles

Facteurs de risque
\ ; =
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5 Maladies pulmonaires Mode de vie
2 :
Amibes '
Biofilms L

Sources d'eau

Personnes infectées

______

M. abscessus L] Macrophage O Neutrophile
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Figure 1. Cycle infectieux des mycobactéries non-tuberculeuses. Les mycobactéries non-tuberculeuses
(MNT) sont des pathogénes de I'environnement dont le mode de transmission reste méconnu. Peu

d’échantillons contaminés sont isolés dans I’environnement des personnes infectées. Le contact avec
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Ces études mettent en évidence une augmentation du nombre d’infections causées par les MNT a
I’échelle planétaire en corrélation avec le vieillissement global de la population, mais qui pourrait aussi

s’expliquer par les récentes améliorations des techniques de diagnostic.

b. Mode de transmission des mycobactéries non-tuberculeuses

Les risques de contracter une infection aux MNT différent en fonction des personnes et de leurs habitudes
de vie. Ces infections semblent majoritairement acquises par contact avec leur environnement (amibes,
réservoirs d’eau, biofilms), bien que le mode de transmission reste pour le moment méconnu (Figure 1.)
[6]. A ce jour, aucune étude ne prouve une transmission interhumaine des MNT a |'exception du
pathogéne opportuniste M. abscessus pour lequel de récents travaux menés par J. Bryant et al. suggérent
une possible transmission entre des patients atteints de mucoviscidose dans un centre de soin [10]. Dans
cette étude, le suivi des infections a M. abscessus par séquengage a mis en lumiére une variabilité
génomique des souches plus importante au sein d’un seul individu en comparaison a celles isolées de
différents patients, démontrant ainsi I'existence de groupes dominants. Par ailleurs, des patients
présentaient des souches résistantes a certains antibiotiques résultant généralement d’une exposition
prolongée a ces classes d’antimicrobiens, bien qu’ils n"aient été traités avec ces derniers. Les auteurs
expliqguent les similarités génomiques par une transmission (directe ou indirecte) entre patients au sein
du centre de soin via des fomites ou des aérosols, malgré I'absence d’isolement des souches dans
I’environnement des patients [10,11]. De plus, ces souches dominantes de M. abscessus semblent
présenter des potentiels infectieux et de transmission élevés ainsi qu’une virulence accrue d’aprés des
tests in vivo [11]. En 2021, C. Ruis et al. suggérent le role de personnes extérieures dans la transmission
de souches dominantes de M. abscessus et en particulier, celui des fumeurs qui représenteraient un des
premiers acteurs dans la diffusion a I'échelle mondiale [12]. Cette hypothése selon laquelle la transmission
entre individus serait I'un des modes principaux de dissémination a été réfutée par différentes études
épidémiologiques en 2014, 2017 et plus récemment en 2023 [13-15]. Cette derniére étude rappelle
I'importance des nombreux facteurs a prendre en considération pour comprendre le mode de
dissémination des souches [13]. Par exemple, le passage de la bactérie d’'une source environnementale a
I’h6te est un facteur limitant entrainant une faible diversité des souches isolées. De plus, I'avantage acquis
lors de mutations génétiques induisant une virulence ou une résistance aux antibiotiques accrue va
favoriser la survie de ces souches et par conséquent I'apparition de groupes dominants. Enfin, des
changements dans le temps de génération des souches ou des variations génétiques peuvent influencer
le taux de mutations et ainsi expliquer la prépondérance observée. D’aprés I’évolution ralentie de ces

souches dominantes rapportée par N. Commins et al., le taux de mutations est a privilégier pour expliquer

25




INTRODUCTION
Chapitre I. Mycobacterium abscessus, un pathogéne émergent en santé humaine

Figure 1. certaines sources semble étre la cause la plus probable des infections recensées (panel de
gauche). Les différents facteurs de risque (panel de droite) sont responsables de la sensibilité accrue de
ces personnes aux infections aux MNT, entrainant des pathologies séveres et un taux de mortalité
supérieur pour ces patients. Suite a I’établissement de l'infection, la structure caractéristique des
infections aux MNT, nommée granulome (panel du bas), va se former sur le site de I'infection afin de

controler la prolifération bactérienne. Adapté de Johansen, Herrmann, et Kremer 2020 [6].
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ceregroupement génomique dense et contredit ainsi une transmission inter-personnes en tant que mode

principal de diffusion [13].

Outre les sources de contagion auquel I'individu est confronté, ses caractéristiques individuelles peuvent
fortement influencer les risques d’étre infecté par une MNT. Les femmes et les personnes dgées (age
moyen de 66 ans), par exemple, sont statistiquement plus enclines a contracter ce type d’infection [16].
De plus, bien que I’élimination du pathogene soit possible pour des individus en bonne santé, certaines
maladies, indépendamment de I’dge ou du sexe de l'individu, peuvent induire une susceptibilité accrue
aboutissant régulierement a des complications et pouvant mener au décés du patient. Les pathologies
telles que les maladies pulmonaires structurelles génétiques ou acquises (mucoviscidose, bronchectasie,
cancer du poumon, etc.) offrent des terrains propices a la prolifération bactérienne, faisant de ces
personnes des hotes de choix a coloniser. En plus d’un environnement favorable a la prolifération du
pathogéne, I'immunodéficience de certains individus induit une susceptibilité exacerbée aux infections
opportunistes (Figure 1.) [6,17]. Des études rapportent, par exemple, un taux d’infection significativement
plus élevé a M. avium-intracellulare chez les patients atteints du syndrome d’'immunodéficience acquise
(SIDA) par rapport a des individus sains [18]. Bien que I'immunité réduite de ces patients puisse expliquer
leur prédisposition a ces infections, une exposition plus fréquente aux MNT n’est cependant pas a exclure

[19,20].

c. Cycle infectieux des mycobactéries non-tuberculeuses

Les MNT sont des pathogenes de I’environnement retrouvés dans I’eau ou les sols et dont le mode de
transmission reste encore largement incompris. Dans un premier temps, I'exposition de I'individu a un
réservoir de MNT peut entrainer une infection (Figure 1.). Aprés la rencontre avec le pathogeéne, le
systeme immunitaire de I'h6te va s’activer et engendrer le recrutement de cellules de I'immunité [6,17].
Ce recrutement massif va induire la formation d’une structure caractéristique des infections aux
mycobactéries nommée granulome [21]. Ce nodule dynamique composé de tissus, de cellules
immunitaires (macrophages, neutrophiles, cellules dendritiques, etc.) et de bactéries joue un réle
primordial dans le contréle de I'infection (Figure 1.). Par la suite, des cellules de I'immunité adaptative
(lymphocytes B et T) vont étre recrutées autour de la structure conduisant a la formation d’un granulome
dit mature [22]. Au sein de ce dernier, les bactéries peuvent étre détruites par les cellules immunitaires
ou persister jusqu’a s’en échapper, contournant ainsi le systeme de défense de I’"h6te. Ces infections
(cutanées, osseuses, pulmonaires ou disséminées) a l'origine de diverses manifestations cliniques,

engendrent des pathologies complexes et évolutives difficiles a éradiquer [23].
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Groupes de Runyon Caractéristiques Espéce
Croissance lente avec changement de pigmentation lors ..
M. kansasii
I. Photochromogéne d’une exposition a la lumiére en produisant un pigment
. , M. marinum
jaune-orangé
Croissance lente avec production d’un pigment jaune- M. gordonae
Il. Scotochromogeéne
orangé dans le noir comme a I'exposition lumineuse M. scrofulaceum

Croissance lente sans production de pigment quelles
lll. Nonchromogéne M. avium
gue soient les conditions de culture

IV. Mycobactériesa  Croissance en moins de 7 jours sans production de M. abscessus

croissance rapide pigment M. smegmatis

Tableau 1. Classification de Runyon.

28



INTRODUCTION
Chapitre I. Mycobacterium abscessus, un pathogéne émergent en santé humaine

C’est pourquoi, un diagnostic précoce occupe une place centrale dans la lutte contre ces infections
persistantes. Cependant, les symptdmes causés par des infections aux MNT étant tres proches de ceux
d’autres maladies pulmonaires, il peut étre hasardeux d’obtenir un diagnostic fiable et rapide. S’ajoute a
cela I'exposition des individus a I'’environnement, niche des MNT, dont il faut distinguer les isolats
colonisateurs des agents réellement responsables de la maladie [24]. Dans ce contexte de diagnostic
difficile a établir, les société américaines « American Thoracic Society » et « Infectious Diseases Society of
America » ont publié une liste de critéres afin de faciliter I'identification des infections pulmonaires
causées par des MNT [17]. Des examens cliniques (atteinte pulmonaire visible par PET/CT scan) et des
tests microbiologiques permettent d’identifier la ou les souches en cause dans ces infections et ainsi
fournir le traitement adapté [17]. Toutefois, le développement récent de nouvelles méthodes

d’identification moléculaire permet également une reconnaissance et classification des MNT plus précise.

2. Classification et phylogénie

Les mycobactéries, classées sous le phylum des Actinobactéries et formant le genre Mycobacterium
nommé pour la premiére fois en 1896 par Lehmann et Neumann [25], sont des bactéries d’'une grande
diversité au niveau génomique et phénotypique. Le développement de nouvelles techniques
d’identification a permis d’identifier de nouvelles espéces et d’en reclasser certaines, faisant ainsi évoluer
leur nombre au cours des derniéres années [15,26,27]. Ces espéeces, malgré des caractéristiques
communes telles qu’un génome riche en guanines et cytosines ou la présence d’une paroi bactérienne

complexe, présentent des différences notoires qui permettent de les classer en groupes distincts.

a. lIdentification de premiére intention

Les mycobactéries étaient initialement divisées en deux groupes : le complexe M. tuberculosis et les MNT
ou mycobactéries atypiques. En 1959, Runyon proposa une premiere classification des mycobactéries
atypiques [28]. Cette classification distingue quatre grands groupesreposant sur des criteres
phénotypiques tels que la vitesse de croissance bactérienne et leur capacité ou incapacité a développer
une pigmentation en fonction des conditions de croissance (Tableau 1). Bien que la classification de
Runyon fut longtemps la seule utilisée, les caractéristiques qui y étaient proposées ne suffisaient pas a

I'identification précise des différentes especes.

En premiére intention, la coloration de Ziehl-Neelsen permet une identification des mycobactéries dans

les expectorations de patients. Cette méthode rapide et peu colteuse repose sur la capacité des
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mycobactéries a résister a I'action combinée de I'alcool et d’un acide grace a la richesse en lipides de leur
paroi [29]. Elle consiste en une coloration a la fuchsine phéniquée suivie d’'une décoloration avec une
solution alcoolo-acide [30]. La structure de I'’enveloppe des mycobactéries génére une couche lipidique
imperméable et empéche la décoloration de la fuchsine [29]. S’en suit une contre-coloration permettant
de discriminer le genre Mycobacterium des autres bactéries. Cette technique, toujours utilisée pour les
diagnostics en milieu hospitalier, n’est cependant pas adaptée a l'identification précise de I'espece
contractée qui nécessite I'usage de méthodes complémentaires pour déterminer le traitement adéquat

pour le patient [31].

b. Nouvelles techniques d’identification des mycobactéries non-tuberculeuses

Les MNT peuvent étre différenciées par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC),
technique permettant I’analyse des acides mycoliques (voir Chapitre I. 4. a.), lipides spécifiques des
mycobactéries et présentant une grande diversité structurelle inter-espéce [32]. Cette technique offre

une identification tres précise en permettant de différencier 95,6% des MINT [32].

La technique d’identification par séquencage basée sur I'amplification en chaine par polymérase (ACP) est
devenue la méthode de référence pour identifier les MNT. Cette caractérisation reposait initialement sur
I’analyse du géne rrs codant ’ARNr 16S [33], méthode utilisée également pour I'ensemble des bactéries.
Ce géne étant fortement conservé chez les mycobactéries, I'analyse d’'un géene unique n’était pas
suffisante pour une identification précise de I’espéce. Afin de pallier a ces erreurs, I'analyse combinée de
plusieurs genes tels que les genes rpoB ou hsp65, en plus du géne rrs, a rendu possible la distinction
d’especes confondues précédemment et |'obtention d’une classification plus détaillée du genre
Mycobacterium [34]. L'utilisation du séquengage du géne hsp65 a notamment permis de distinguer

M. chelonae de M. abscessus [35], regroupées en une seule espéce jusqu’en 1992 [36].

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (« matrix-assisted laser desorption/ionisation — time of
flight ») apporte également des avantages dans l'identification précise des MNT. Cette technique permet,
tout comme le séquencage, de différencier de fagon fiable et rapide les différentes sous-espéces du
complexe M. abscessus [37]. Cependant, elle nécessite I'accés a un équipement onéreux et a une

compétence technique particuliere, limitant son utilisation dans certains pays.
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En raison des erreurs d’identification qui viennent d’étre abordées, prés de 30 ans se sont écoulés avant
de considérer M. abscessus en tant qu’espéce a part entiere. En effet, M. abscessus fut isolée en 1953 par
Moore et Frerichs d’'une patiente présentant un abcés sous-cutané du genou, pathologie a I'origine du
nom de la bactérie [38]. En 1972, M. abscessus fut reclassée comme sous-espéce de M. chelonae pour
finalement étre élevée au rang d’espéce 20 ans plus tard [36,39]. Grace aux techniques d’identification
énoncées précédemment, Mycobacterium massiliense et Mycobacterium bolletii, initialement décrites
comme nouvelles especes proches de M. abscessus, ont été regroupées avec cette derniere en un seul
complexe. De ce fait, le complexe M. abscessus se compose de trois sous-especes (M. abscessus subsp.
abscessus, M. abscessus subsp. massiliense et M. abscessus subsp. bolletii) pouvant étre responsables

d’infections cutanées, osseuses, pulmonaires ou disséminées [40,17].

3. Pathogénicité de M. abscessus

a. Lesréservoirs de M. abscessus sources d’infections

Les MINT telles que M. abscessus sont décrites comme des pathogenes de I’environnement, généralement
isolés de réservoirs d’eau ou des sols [3]. Néanmoins, ce n’est que récemment que la présence de
M. abscessus dans des systemes d’eau a été révélée. Pour preuve, M. Gomila et al. n’ont mis en évidence
gu’en 2007 la présence de plusieurs MNT dont des souches de M. abscessus a partir d’eau d’hémodialyse
et d’échantillons de patients [41]. Toutefois, une contamination préalable par les patients originellement
infectés n’est pas a exclure. Une seconde étude publiée en 2013 fait état d’analyses d’eau prélevée entre
2007 et 2009 en Australie provenant de différentes sources (eau potable, réservoirs d’eau de pluie, piscine
ou robinets domestiques). De 2007 a 2008, 74 isolats cliniques furent collectés et utilisés comme points
de comparaison avec 15 isolats provenant d’environnements divers. Les souches isolées d’eau potable
présentaient de fortes similarités génétiques avec celles provenant de patients [42] suggérant une
contamination des individus par I’eau de leur environnement, probablement via la formation d’aérosols
lors d’'un usage domestique [43] (Figure 1.). Une étude publiée en 2023 rapporte la contamination d’un
systeme de purification d’eau, alimenté par la municipalité, et ayant vraisemblablement provoqué
I'infection de quatre patients au sein d’un hoépital [44]. La contamination d’autres systemes d’eau avait
pu étre évitée par I'usage de méthodes de filtration, montrant que des moyens de prévention peuvent
étre mis en place [44]. Ainsi, les sources municipales, largement utilisées au quotidien, devraient faire

I'objet d’analyse et de traitement précis afin de prévenir ce type d’infections.
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Cette mycobactérie a croissance rapide est capable de se développer dans d’autres niches
environnementales que les sources d’eau et entrainer des infections [45]. L'exemple le plus courant est
la contamination d’appareils médicaux ou d’aiguilles pour la création de tatouages. L'instrument, au
préalable contaminé, va servir de vecteur a la bactérie pour infecter la peau ou les tissus mous, causant
des abces et des Iésions cutanées [46]. Dans de rares cas, des infections disséminées sont observées et
peuvent toucher tous types de patients [17]. Au contraire, les infections respiratoires, qui sont les plus
généralement rencontrées, concernent essentiellement les patients vulnérables ayant déja des
pathologies pulmonaires sous-jacentes telles que la mucoviscidose, la bronchiectasie, une infection au
virus de 'immunodéficience humaine (VIH) ou une infection mycobactérienne antérieure (tuberculose)
[17]. Ces infections évoluent généralement progressivement et sans douleur engendrant des symptémes
persistants et un déclin des fonctions pulmonaires. Une évolution rapide de I'infection peut étre observée

avec une insuffisance respiratoire aigué, notamment chez des patients atteints de mucoviscidose [17].

b. Limpact de M. abscessus chez les patients atteints de mucoviscidose

La mucoviscidose, qui touchait environ 7500 personnes en France en 2021, constitue un facteur de risque
important de contracter des infections pulmonaires telles que des infections a Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ou encore aux MNT [47]. Bien qu’elles ne soient pas majoritaires, les infections aux
MNT constituent un des principaux problémes rencontrés par ces patients au regard de leur sévérité et
leur fréquence. Aux Etats-Unis, 10 a 20% des patients atteints de mucoviscidose sont infectés. Au sein
méme des différentes especes de MNT, les complexes M. avium et M. abscessus sont les plus
fréquemment isolés [48]. Au niveau mondial, les infections a M. abscessus représentent 5 a 10% des

infections chez les patients atteints de mucoviscidose [49-51].

Par ailleurs, ces infections sont une des causes principales de morbidité et de mortalité chez ces patients
et représentent une contre-indication aux transplantations pulmonaires souvent nécessaires [52,53]. En
effet, la mucoviscidose est une maladie autosomique récessive qui affecte particulierement les voies
pulmonaires et digestives. Elle est causée par diverses mutations au niveau du géne codant pour la
protéine CFTR (« Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator ») [54], la plus commune étant
la délétion de la phénylalanine en position 508 (aussi notée F508del) qui touche en Europe environ 70%
des patients [55]. Pres de 2000 mutations sont a ce jour dénombrées mais moins de 150 sont réellement
reconnues comme causes de maladie [54]. C'est pourquoi, une classification les différencie et les regroupe
en six classes en fonction des altérations fonctionnelles induites telles que la réduction du nombre de

protéines, la diminution de la fonction ou la combinaison des deux.
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Figure 2. Impact de la protéine « Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator » sur le transport
mucociliaire. Le panel du haut et le panel du bas représentent respectivement les voies respiratoires d’un
individu possédant une protéine « Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator » (CFTR)
fonctionnelle et celles d’'un patient atteint de mucoviscidose. Une protéine CFTR fonctionnelle va
permettre I’export des ions chlorure et du bicarbonate par les cellules induisant la formation d’un mucus
suffisamment fluide pour permettre la clairance mucociliaire. L’altération des fonctions de cette protéine
chez les patients atteints de mucoviscidose a pour conséquence la présence d’un mucus épais favorisant
la prolifération bactérienne et d’'un pH acide délétere pour les cellules de I'immunité. Adapté de Ratjen et

al. 2015 [54].
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Cette protéine a pour fonction principale le transport des ions chlorure (Figure 2. Panel haut) au travers
de la membrane apicale des cellules épithéliales de plusieurs organes tels que le foie, le pancréas,
I"appareil génital ou encore les poumons [54,56]. Outre le transport des ions chlorure, ce canal a
également la fonction d’inhiber le transport du sodium et de modifier la sécrétion de bicarbonate
impactant alors la formation du mucus au niveau du systeme pulmonaire (Figure 2.) [54]. La régulation
de la concentration en bicarbonate et du pH permettent, chez 'individu sain, la formation de mucus dit
normal c’est-a-dire permettant la clairance mucociliaire (Figure 2. Panel haut). Le dysfonctionnement de
la protéine CFTR va entrainer une diminution de I’hydratation de la surface des voies respiratoires
induisant une formation de mucus plus épais et visqueux (Figure 2. Panel bas) [54], générant un terrain
propice a la prolifération bactérienne (Figure 2. Panel bas). Par ailleurs, 'absence de sécrétion du
bicarbonate va entrainer une acidification de I'environnement et peut expliquer que les cellules de
I'immunité, extrémement sensibles au pH, puissent échouer dans I’éradication des infections

bactériennes [54].

La protéine CFTR se situe également au sein méme des macrophages et va permettre la régulation du pH
des organites de la cellule. D’aprés une étude de 2006, la délétion du gene cftr dans le modéle murin
pourrait induire un défaut d’acidification des lysosomes et phagosomes des macrophages engendrant
I"augmentation de la survie bactérienne dans le phagosome et conférant ainsi un avantage aux bactéries
[57]. Concernant plus spécifiqguement M. abscessus, la délétion du géne cftr dans des larves de poisson
zébre (ZF) induit une déficience de la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) par la NADPH
oxydase NOX2. Cette modification de la production de ROS va altérer I’élimination de M. abscessus par
les macrophages et engendrer une augmentation de la charge bactérienne intracellulaire ainsi que la mort
des cellules. De plus, la délétion de la protéine CFTR chez le ZF induit une altération du chimiotactisme
des neutrophiles vers les granulomes en cours de formation. La destruction des macrophages couplée a
la déficience des neutrophiles a rejoindre le site infectieux va affecter le maintien du granulome et induire
une propagation incontrélée des mycobactéries. Quel que soit le morphotype de M. abscessus étudié
(voir Chapitre I. 3. c.), une infection aigué va se mettre en place et conduire a la mort prématurée des

larves de ZF infectées [58].

c. Transition du morphotype lisse vers le morphotype rugueux

Un déterminant clé de la virulence de M. abscessus réside dans |’existence de deux morphotypes dits lisse
(S, de I'anglais « smooth ») et rugueux (R, de I’anglais « rough »). Le morphotype S, d’aspect rond et

crémeux sur milieu gélosé, est considérée comme la forme environnementale et colonisatrice tandis que
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Figure 3. Morphologie des souches lisses et rugueuses sur milieu gélosé. Echelle : 1 mm.
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Figure 4. Voies de phagocytose de M. abscessus en fonction du morphotype étudié. Le morphotype lisse
(S) (panel de gauche) est phagocyté individuellement par le macrophage avant d’étre adressé au
phagosome. En inhibant la maturation du phagosome, ce variant va survivre au sein des macrophages
avant d’'induire une communication cytosolique via le systeme de sécrétion ESX-4. Quant au morphotype
rugueux (R) (panel de droite), il peut étre phagocyté par petits agrégats générant ainsi des phagosomes
sociaux, c’est-a-dire contenant plusieurs bacilles, au sein du macrophage. Contrairement au variant S, le

variant R ne va pas inhiber la fusion phago-lysosomale mais plut6t survivre en induisant la formation de
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le variant R, organisé en structures dites « en corde », présente une virulence accrue chez I’hote [59]

(Figure 3.).

Lors du processus de dissémination, le morphotype S va étre phagocyté individuellement par le
macrophage, aboutissant a la présence d’un bacille unique par phagosome (Figure 4.) [60]. Les souches S,
tout comme les pathogénes stricts M. tuberculosis ou Mycobacterium marinum, ont la capacité de
bloquer la maturation du phagosome et d’induire une communication phagosome-cytosol via un
mécanisme impliquant probablement le systeme de sécrétion de type VII, ESX-4 [60,61]. Au cours de
I'infection, I'induction d’une transition irréversible du morphotype S vers le morphotype R va permettre
ala bactérie de persister dans son hote. Les causes de cette transition, décrite in vivo au cours d’infections
de souris ou de patients [62,63] et jouant un réle central dans la virulence de M. abscessus, demeurent
pour le moment inconnues [6]. Le passage au morphotype R va permettre a la bactérie d’étre phagocytée
par petits agrégats induisant la présence de phagosomes sociaux (Figure4.) [60]. De plus, les
macrophages activés lors de la phagocytose de ce morphotype vont libérer des facteurs de nécrose
tumorale (TNF). Ces derniers vont régir la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et ainsi
induire la mort des bacilles intracellulaires [22]. En revanche, et ce malgré une acidification rapide du
phagosome, la bactérie a la capacité de survivre et de rejoindre I'environnement extracellulaire en
induisant la formation de vacuoles autophagiques et de cellules apoptotiques (Figure 4.) [60,64]. Ce
variant pro-apoptotique, a la différence du variant S, a également la capacité de former des cordes,
structures composées de bacilles parallélement alignés, mis bout a bout et cote a cote (Figure 4.). Elles
permettent a M. abscessus, grace a leur taille qui excede celle des macrophages, d’échapper a la
phagocytose mais également de détruire les macrophages lors de leur formation intracellulaire [64,65].
Ces structures conduisent a une augmentation de I'inflammation mais aussi a la formation caractéristique

d’abces et de dommages tissulaires [66—68].

En effet, la phagocytose de M. abscessus par les macrophages va induire la libération de TNF et
d’interleukine-8 (IL-8) responsables du recrutement des neutrophiles sur le site de I'infection (Figure 5.)
[22,69]. Ce recrutement va aboutir a la formation de granulomes dans le but de contréler |a prolifération
bactérienne (Figure 5.). Toutefois, le modéle ZF adulte a permis de mettre en évidence une formation plus
précoce de granulomes lors d’infections par le variant R en comparaison au variant S [69]. Outre
I'importance du recrutement des neutrophiles, cette étude rapporte la contribution cruciale des
lymphocytes T pour contrbler les infections par le variant R dans le ZF adulte [69]. Le rble des
lymphocytes T mais également celui des lymphocytes B dans les infections a M. abscessus avaient déja

préalablement été rapportés grace au modéle murin (Figure 5.) [70]. Le recrutement de ces différentes
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Figure 4. vacuoles autophagiques et I'apoptose des cellules. La formation de cordes, caractéristique du
morphotype R, peut lui permettre de s’échapper de la cellule en créant des dommages tissulaires mais

également d’éviter la phagocytose.
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Figure 5. Formation d’un granulome mature contenant une infection a M. abscessus. La phagocytose de
M. abscessus par les macrophages va induire la libération de facteurs de nécrose tumorale (TNF) et
d’interleukine-8 (IL-8) aboutissant au recrutement des neutrophiles sur le site de I'infection et a la
formation d’'un granulome. S’en suit I'activation du systéme immunitaire adaptatif qui va induire le
recrutement de lymphocytes B et T permettant de maintenir l'intégrité de la structure et de former le

granulome mature.
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cellules va permettre de maintenir I'intégrité de la structure et ainsi confiner les bactéries pour prévenir
toute dissémination de I'infection. Cependant, les capacités du morphotypes R a former des cordes et a
induire I'apoptose ou I'autophagie des cellules pourraient, en partie, étre responsables de |a rupture des

granulomes et finalement aboutir a une infection incontrélée [6,60,64,69].

d. Role des biofilms dans la survie de M. abscessus

M. abscessus possede un arsenal de stratégies de pathogénése afin de coloniser son hote, parmi
lesquelles on distingue son aptitude a former des biofilms dans divers environnements [71-73]. Elle est
capable de former des biofilms a I'interface air-solide ou air-liquide grace a la composition de la matrice
gu’elle produit et a sa membrane unique, riche en lipides [71]. Ces structures complexes se composent
de bactéries entourées d’une matrice extracellulaire responsable de leur agrégation, de leur adhésion a
une surface, de la rétention d’eau et de I'apport de nutriments [74]. Cette matrice joue aussi un réle de
barriere physique permettant aux bactéries de résister considérablement aux antibiotiques, aux produits

détergents et aux défenses innées et adaptatives de I’hdte afin de mieux le coloniser [74].

La diminution de la susceptibilité in vitro de M. abscessus au sein de ces biofilms a des antibiotiques de
premiére intention tels que I’'amikacine (AMK), la céfoxitine (CFX) ou la clarithromycine (CLR) [75] pourrait
expliquer les difficultés de traitement rencontrées chez certains patients. En effet, la présence de micro-
colonies ressemblant a un biofilm dans des coupes de poumons d’individus suggere la présence de telles

structures complexes et protectives lors de thérapies [76—79].

Le variant S, connu pour étre le variant colonisateur, fut longuement décrit comme le seul variant de
M. abscessus capable de former des biofilms, probablement grace a la présence spécifique de
glycopeptidolipides (GPL) a sa surface. Les GPL ont été décrits chez Mycobacterium smegmatis comme
essentiels a I'attachement de la bactérie a des surfaces solides lors de la formation de biofilms [80].
Cependant, G. Clary et al. remettent en cause le dogme selon lequel le variant R ne pourrait étre a |’origine
de la formation de biofilms et démontrent des phénotypes distincts (agrégation des bactéries) en fonction

du variant étudié [81].

Grace notamment aux biofilms et aux cordes, M. abscessus est capable de s’adapter a son environnement
afin d’évoluer et de coloniser son hote tout en se protégeant des attaques extérieures (antibiotiques,

détergents, systéme immunitaire). Cependant, en dehors de la formation de ces structures, les
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Figure 6. Représentation schématique de I’enveloppe du morphotype lisse de M. abscessus.
L’enveloppe mycobactérienne se compose d’'une membrane plasmique (couche la plus interne) formée
d’une bicouche lipidique représentée en orange et contenant majoritairement des phospholipides, des

phosphatidylinositol mannosides (PIM), du lipomannane (LM) et du lipoarabinomannane (LAM). Des
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mycobactéries présentent une forte résistance intrinséque aux antibiotiques permise par leur enveloppe

mycobactérienne.

4. Enveloppe mycobactérienne

L’enveloppe mycobactérienne est une barriere conférant aux mycobactéries une protection contre les
environnements hostiles et les agressions extérieures telles que I’action d’antibiotiques, de désinfectants
ou encore d’enzymes lytiques [82]. Les possibilités pour I’h6te d’endommager cette enveloppe complexe
au pouvoir pathogene sont limitées, notamment grace a sa composition singuliere [82]. En effet,
I’enveloppe des mycobactéries est unique en son genre, puisqu’a la différence des autres bactéries, celle-
Ci présente une membrane externe, ou mycomembrane, extrémement riche en lipides. Malgré sa
visualisation par cryo-microscopie CEMOVIS chez plusieurs corynebactéries, la quantité de données

concernant son organisation et la fonction de certains composants reste limitée [83].

a. Organisation de I’enveloppe mycobactérienne

La membrane plasmique des mycobactéries est la couche la plus interne de leur enveloppe (Figure 6.).
Elle se compose majoritairement de phospholipides et de protéines s’assemblant pour former une
bicouche lipidique [84]. Au vu de sa composition et de ses fonctions métaboliques, elle semble similaire a
celle des autres bactéries [83]. Un des composants notoires de cette membrane sont les
phosphatidylinositol mannosides (PIM) qui participent grandement a la faible perméabilité de I’enveloppe
mycobactérienne et a la résistance aux antibiotiques [85,86]. Les PIM ainsi que ses dérivés, le
lipomannane (LM) et le lipoarabinomannane (LAM), également présents a la surface de la bactérie jouent
un role principal dans I'intégrité de I’enveloppe et peuvent, selon des études menées sur M. tuberculosis,

interagir avec le systeme immunitaire de I’"hote [87-89].

Séparé de la membrane plasmique par I'espace périplasmique se trouve le peptidoglycane (Figure 6.),
polymere rigide permettant le maintien de la forme des cellules et renforgant la membrane plasmique
contre la pression osmotique du cytoplasme [90]. Cette structure protectrice se compose des couches
semblables a des nids d’abeilles constituées d’une alternance d’acides N-acétylmuramiques (MurNAc) et
de N-acétylglucosamines (GIcNAc) liés entre eux par des ponts peptidiques [91,92]. Une spécificité du

peptidoglycane des mycobactéries, et de quelques autres espéces bactériennes, est la présence d’acides
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Figure 6. transporteurs de la famille des MmpL permettent I’export de lipides au travers de la membrane
plasmique. Un espace périplasmique vient séparer la membrane plasmique du peptidoglycane (rosé)
covalemment lié a I'arabinogalactane (vert). La couche la plus externe (bleue) représente la
mycomembrane. Son feuillet interne est composé d’acides mycoliques estérifiés a I'arabinogalactane
tandis que son feuillet externe contient divers lipides : monomycolates de tréhalose (TMM), dimycolates
de tréhalose (TDM), polyphléates de tréhalose (TPP), diacyltréhaloses (DAT) ou encore

glycopeptidolipides (GPL).

T™MM
OH
HO,, “OH
(o gt o ]
HO, o OH
HO" "‘
OH O
(e}
HO N XN
DM ot
HO,, OH
(0} o)
HO. o 0
- “ [¢] _
OH _O HO S
o]
HO' XN N
DAT TPP
pr
OH o0 0 o
HO:C(O O
HO! .o ?jOH e
> m
HO™ HO n

Cl Tréhalose I:l Acides phléiques CI Acide gras

Figure 7. Structure des lipides dérivés de tréhalose. Les monomycolates de tréhalose (TMM) et les
dimycolates de tréhalose (TDM) sont composés d’un tréhalose (fond rose) acylé respectivement par un

ou deux acides mycoliques en positions 6 ou 6 et 6’ (fonds verts). Les diacyltréhaloses (DAT), précurseurs
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N-glycolylmuramiques (MurNGly) suite a la modification de MurNAc par une enzyme codée par le géne
namH [93,94]. Une étude publiée en 2005 démontre que I'absence de cette enzyme va induire une
sensibilité accrue de la souche aux antibiotiques de la classe des R-lactamines et aux lysozymes [93]. Ce
polymere confére a la bactérie, en plus du maintien de sa structure, une résistance a certains antibiotiques
faisant de lui un élément essentiel a la survie bactérienne. Un second polymére indispensable décrit chez
les mycobactéries est I'arabinogalactane lié covalemment au peptidoglycane via une liaison rhamnose-
GIcNAc-P (P : phosphorylé) (Figure 6.) [95]. Cette structure se compose de deux parties: une partie
arabinane (polymeére d’arabinoses) et une partie galactane (polymeére de galactoses), et est rattachée a la

mycomembrane [96].

La mycomembrane, constituée de deux feuillets, forme la derniére couche solide de I’enveloppe
mycobactérienne (Figure 6.). Son feuillet interne se compose d’acides mycoliques, des acides gras a
longues chaines (60 a 90 atomes de carbone) essentiels aux mycobactéries, estérifiés aux motifs
glucidiques terminaux de I'arabinogalactane. Plus précisément, ce lipide posséde une chaine alkyl de 24
a 26 atomes de carbones branchée en a et une chaine d’acide méromycolique pouvant aller de 42 a 62
atomes de carbone [97,98]. Ces structures essentielles aux mycobactéries conférent, de par leur diversité,
une signature spécifique a I'espece permettant de les distinguer. M. abscessus, par exemple, synthétise
uniquement des a- et a’-mycolates, les a-mycolates étant les plus abondants (Figure 5.) [99,100]. Ces
lipides peuvent affecter la fluidité et la perméabilité de la mycomembrane et ainsi expliquer les différents
niveaux de sensibilité aux inhibiteurs lipophiles observés chez plusieurs mycobactéries [101]. Néanmoins,
les acides mycoliques, de par leur nature hydrophobe, représentent aussi une barriére importante aux
solutés hydrophiles. Les acides mycoliques sont connus pour permettre a M. tuberculosis de persister au
sein des phagolysosomes des macrophages, de résister a des dommages chimiques et a la déshydratation
[97]. Ces acides gras, puisqu’essentiels, sont donc une cible de choix pour I’antibiothérapie contre des

infections mycobactériennes [102—-105].

Tandis que le feuillet interne de la mycomembrane est homogene car principalement constitué d’acides
mycoliques, son feuillet externe se compose d’une grande variété de lipides extractibles, de lypoglycanes
et de protéines (Figure 6.) [85]. En opposition aux acides mycoliques du feuillet interne liés a
I’arabinogalactane, le feuillet externe présente des acides mycoliques libres ou estérifiés a des tréhaloses
(monomycolates de tréhalose (TMM) et dimycolates de tréhalose (TDM)) (Figure 7.) [85]. D’autres lipides
dérivés de tréhalose tels que les diacyltréhaloses (DAT) et les polyphléates de tréhalose (TPP) (Figure 7.)

ainsi que des lipides structuralement différents comme les GPL sont arborés par M. abscessus.
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Figure 7. des polyphléates de tréhalose (TPP), sont constitués d’un tréhalose (fond rose) acylé en position
2 par un acide gras (fond vert) et en position 3 par un acide phléique (fond bleu). Les TPP présentant la
méme structure initiale que les DAT sont également acylés en positions 4, 6, 2’, 3’, 4 et 6’ (fonds bleus).

m=5,6;n=12,14;p =10, 12, 14.
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Figure 8. Représentation de la voie de biosynthése des polyphléates de tréhalose chez M. abscessus.
Suite a 'activation et au transfert d’un acide gras C16 par FadD23, la Pks va permettre I’allongement de
la chaine carbonée en 5 a 6 cycles itératifs. Une déhydratase non-identifiée serait responsable de la
polyinstauration et formerait ainsi les acides phléiques. Les acides phléiques nouvellement synthétisés

ainsi qu’un acide gras (C14-19) sont transférés par I'enzyme PapA3, respectivement en positions 3 et 2 du
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b. Polyphléates de tréhalose

Les TPP, initialement décrits chez Mycobacterium phlei d’ou ils tirent leur nom, sont des lipides complexes
de surface retrouvés chez diverses MNT telles que M. phlei, M. smegmatis ou M. abscessus [106,107]. Ces
glycolipides se composent d’un tréhalose acylé par un acide gras de 14 a 19 atomes de carbone et d’au
maximum sept acides phléiques, chaines carbonées polyinsaturées comprenant une quarantaine
d’atomes de carbone (Figure 7.) [106,107]. Cet imposant lipide de surface est synthétisé via I’action de
plusieurs enzymes et d’un transporteur, codés par des génes regroupés au sein d’'un méme locus. En 2016,
les travaux de S. Burbaud et al. ont permis de décortiquer la voie de synthése de ce lipide de surface,
suggérant une action concertée d’une « fatty acid degradation 23 » (FadD23), d’une « polyketide synthase
associated protein A3 » (PapA3) et d’une polykétide synthase de type-l (Pks) dans la synthese des DAT,
précurseurs des TPP (Figure 7.) [107].

Dans un premier temps, la protéine FadD23 va activer I'acide gras composé de 16 atomes de carbone en
acyl-AMP avant de le transférer a la Pks (Figure 8., Figure 9.). Cette derniére va catalyser I’élongation de
I’acide gras en acide phléique par formation de liaisons carbone-carbone. La création de ces liaisons, lors
de réactions de condensation d’un groupe acyle (malonyl-CoA) avec un groupe a-carboxyacyl, est

chaperonnée par I’action des différents domaines constituant la Pks.

En effet, les Pks sont des enzymes multifonctionnelles composées a minima de trois domaines : un
domaine kétosynthase (KS), un domaine acyltransférase (AT) et un domaine protéine porteuse d’acyle
(« acyl carrier protein ») contenant un bras phospho-pantéthéine (PP) [108]. Des domaines additionnels,
tels que des domaines kétoreductase (KR), déhydratase (DH) ou encore énoylréductase (ER), peuvent étre
contenus dans la Pks et contribuer a I’élongation de la chaine. Plus spécifiquement, la Pks impliquée dans
la synthése des TPP est constituée de deux modules : le premier composé d’un domaine KS, d’un domaine
AT, d’'un domaine KR et d’un domaine PP ; le second constitué d’un domaine KS, d’'un domaine AT, d’un

domaine DH, d’un domaine ER, d’'un domaine KR et d’'un domaine PP (Figure 10.).

L'unité d’élongation (malonyl-CoA) va étre ainsi activée et liée de fagon covalente au bras phospho-
pantéthéine du domaine PP (Figure 10.). Dans un second temps, la chaine d’acide gras va étre allongée
par une réaction de condensation avec |'unité d’acyl-CoA puis subir une réduction du groupement cétone
en groupement hydroxyle catalysé par le domaine KR. Le nouveau produit est ensuite transféré sur le
domaine KS du second module pour suivre une nouvelle réaction de condensation suite a laquelle les
domaines KR, DH et ER vont respectivement mener a la réduction de la fonction cétone en fonction alcool,
a la déhydratation de cette derniére générant une insaturation (double liaison) et a la réduction de cette

double liaison en liaison simple (Figure 10.). Cette Pks étant itérative, le produit nouvellement formé va
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Figure 8. résidu de tréhalose formant ainsi les diacyltréhaloses (DAT). Les DAT sont par la suite transportés
par le transporteur MmpL10 au travers de la membrane plasmique avant d’étre adressés au feuillet
externe de la mycomembrane par un processus a ce jour méconnu. Au sein de la mycomembrane,
I'acyltransférase PE va catalyser I'acylation des DAT en positions 4, 6, 2’, 3/, 4’ et 6’ par des acides

phléiques formant ainsi les polyphléates de tréhalose (TPP). Adapté de Burbaud et al. 2016 [107].
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Figure 9. Mode d’action de FadD23 dans la voie de synthése des polyphléates de tréhalose. Activation
d’acides gras en acyl-AMP et transfert au domaine PP de la Polykétide synthase de type-I (Pks) par I’action

de FadD23. n =12, 14.
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Figure 10. Elongation de I'acide gras catalysée par la polykétide synthase de type-l dans la voie de

synthése des polyphléates de tréhalose. Le premier et le second module de la Polykétide synthase de
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étre transféré au domaine KS du premier module et suivre un cycle identique (5-6 cycles au total) jusqu’a

obtention de la chaine attendue [108] (Figure 8., Figure 10.).

D’apres I'absence du domaine déhydratase dans le premier module de la Pks, S. Burbaud et al. suggérent
la participation d’'une déhydratase additionnelle et non identifiée lors de I’étape de polyinsaturation afin
de produire les acides phléiques [107] (Figure 8.). La protéine PapA3 est ensuite nécessaire au transfert
de I'acide phléique et d’un acide gras C14-19 respectivement en positions 3 et 2, d’un résidu glucose du
tréhalose afin de former les DAT (Figure 7., Figure 8.). Ce nouveau lipide formé au sein du cytoplasme va
étre transporté au travers de la membrane plasmique par le « Mycobacterial membrane protein large »
10 (MmpL10) [107]. Ce transporteur, tout comme les autres transporteurs de la famille des MmpL, est
une protéine a 12 hélices transmembranaires et arborant deux boucles périplasmiques (Figure 11.) [109].
Au vu de la position de MmpL10 dans I'enveloppe mycobactérienne, il semble probable que d’autres
protéines coopérent avec celle-ci afin d’acheminer les DAT jusqu’au feuillet externe de la mycomembrane
et permettent 'action de I'acyltransférase PE [110]. Une fois adressés au feuillet externe de la
mycomembrane, les DAT vont étre transacylés par PE avec des acides phléiques pour former les TPP
(Figure 8.) [110]. Une étude publiée en 2020 sur M. smegmatis a démontré la présence du domaine
catalytique de PE en dehors de la membrane plasmique ainsi que la présence d’un peptide signal et d’un
site de clivage protéolytique [110]. Cette étude suggéere qu’une fois la protéine PE clivée, sa forme mature
serait excrétée dans la mycomembrane afin de catalyser de fagon spécifique la transacylation des DAT
chez les différentes especes de MNT arborant des TPP a leur surface, processus conservé au sein des MNT

au vu de la présence du motif de clivage AXA dans les séquences orthologues a PE [110].

Bien que la voie de synthése soit en partie élucidée, le réle de ces lipides reste pour le moment incompris
et controversé. Une étude publiée en 2017 propose la participation des TPP dans I'agrégation et la
formation de cordes par le variant R [111]. Elle suggere également leur présence uniguement a la surface
de ces souches, malgré une démonstration inverse dans des travaux antérieurs [107,111]. Bien que les
TPP soient les seuls lipides visiblement extraits lors de I’analyse par chromatographie sur couche mince
(CCM), il n"est pas a exclure la présence d’un lipide minoritaire et non visible sur CCM qui pourrait étre
responsable de |'agrégation et de la formation des cordes. De plus, aucun mutant déficient en TPP n’a au
cours de cette étude été généré afin de vérifier I'impact sur la formation de ces structures. Les auteurs
démontrent également la non-toxicité des TPP vis-a-vis de macrophages murins J774 grace a l'utilisation
de billes enrobées de lipides purifiés [111]. Malgré le fait que la structure des TPP et leur voie de synthese
soient trés proches de celles de lipides retrouvés chez M. tuberculosis tels que les polyacyltréhaloses
(PAT), triacyltréhaloses (TAT) ou les sulfolipides (SL), leur réle semble bien distinct. Les PAT et TAT

semblent jouer un role dans la virulence des bacilles du fait de leur présence exclusive chez les especes
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Figure 10. type-| (Pks) sont respectivement représentés en rose et en gris. Ces modules sont composés de
plusieurs domaines : KS, kétosynthase ; AT, acyltransférase ; KR, kétoréductase ; DH, déhydratase ; ER,
énoylréductase ; PP, « phosphopantetheinylate acyl carrier protein ». L’acyl-CoA est surligné de bleu et
un surlignage rose indique les fonctions modifiées a chaque étape. Le 1°" cycle catalysé par la Pks est

constitué de différentes étapes qui peuvent étre suivies a I'aide des fleches roses. m=5,6; n=12, 14.

Figure 11. Structure du transporteur MmpL10 prédite par le systéeme d’intelligence artificielle AlphaFold

DB [114]. Protéine composée de 12 hélices transmembranaires arborant deux boucles périplasmiques.
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Figure 12. Structures des glycopeptidolipides tri-glycosylés et di-glycosylés de M. abscessus. La chaine

lipidique (bulle bleue) est méthoxylée en troisieme position et liée a la chaine peptidique (bulle rose)
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pathogénes et de leur réle dans le contréle de I'infection [98,112]. Les SL, lipides retrouvés uniqguement
chez M. tuberculosis et Mycobacterium canetti, vont favoriser la maturation des phagosomes [113]. Bien
que le réle éventuel des TPP dans la virulence de M. abscessus demeure inconnu, le développement
récent de nouveaux outils génétiques laisse entrevoir la possibilité d’évaluer la pathogenése de mutants

déficients dans le transport ou la synthése des TPP.

c. Glycopeptidolipides

Tout comme les TPP, les GPL sont des lipides de surface uniquement retrouvés chez certaines MNT telles
que M. avium, M. chelonae, M. smegmatis ou encore M. abscessus. Les GPL produits par ce dernier sont
composés d’'une chaine lipidique de 26 a 33 atomes de carbone qui peut étre méthoxylée ou hydroxylée
en troisieme position et liée a une chaine peptidique composée de quatre acides aminés (D-
phénylalanine-D-allo-thréonine-D-alanine-L-alaninol) (Figure 12.) [115]. Cette chaine peptidique présente
sur la thréonine un 6-deoxy-a-talose (6d-Tal) et un a-L-rhamnose sur I'alaninol terminal. Ces GPL di-
glycosylés (GPL-2) sont di-O-acétylés en positions 3 et 4 du 6-dTal et peuvent étre di- ou tri-O-méthylés
en positions 3 et 4 ou 2, 3 et 4 du rhamnose. M. abscessus produit également des GPL plus polaires et tri-
glycosylés (GPL-3) suite a I'addition d’un rhamnose 2,3,4-tri-hydroxylé sur le rhamnose précédemment

mentionné (Figure 12.) [115].

La synthese et le transport de ces lipides sont menés par différents acteurs codés par les génes du locus
gp! (Figure 13) et demeurent partiellement caractérisés chez M. abscessus. Dans ce contexte, de récents
travaux ayant pour but de mieux appréhender la voie métabolique et d’initier des études de type
structure-activité devraient, a terme, permettre de déterminer l'implication des divers éléments

structuraux dans les fonctions biologiques des GPL.

Une étude menée par W. Daher et al. a démontré I'action spécifique et indépendante d’une O-
méthyltransferase des acides-gras ou « fatty-acid O-methyltransferase » (Fmt) dans I’ajout d’un
groupement méthoxy en position 3 de la chaine lipidique (Tableau 2, Figure 12.) [116]. Au vu de la
production par le mutant M. abscessus Afmt (souche de référence S) de GPL sauvages dépourvus du
groupement méthoxy de la chaine lipidique, I'action de cette enzyme ne semble pas impacter le reste de

la synthese des GPL [116].

A cette chaine lipidique est liée une chaine peptidique préalablement synthétisée via |'action de deux

peptides synthases mycobactériennes ou « mycobacterial peptide synthases » (Mps) et désignées Mps1
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Figure 12. composée de quatre acides aminés. Le second acide aminé est substitué par un résidu talose

acétylé en positions 3 et 4 tandis que le dernier acide aminé peut étre glycosylé par un ou deux rhamnoses,

respectivement glycopeptidolipides di-glycosylés (GPL-2) et glycopeptidolipides tri-glycosylés (GPL-3), le

premier rhamnose pouvant étre di- ou tri-méthylé en positions 3, 4 ou 2, 3, 4 respectivement. Adapté de

Johansen et al. 2020 [6].
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Figure 13. Locus gpl/ de M. smegmatis et M. abscessus. Chaque couleur correspond a la fonction de Ia

protéine codée par le géne. Adapté de Gutiérrez et al. 2018 [117].
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et Mps2 chez M. abscessus (Tableau 2) [117,118]. Une troisieme enzyme, 'enzyme MbtH pourrait

également étre impliquée dans cette synthése [119].

La chaine peptidique ainsi formée peut ensuite étre glycosylée par trois glycosyltransférases (Gtf)
(Tableau 2) ; Gtfl responsable du transfert du 6d-Tal sur le second acide aminé, Gtf2 du transfert du
premier rhamnose sur le dernier acide aminé et Gtf3 catalysant le transfert du second rhamnose sur le
premier rhamnose (Figure 12.) [120]. En 2022, des travaux menés par W. Daher et al. au sein de notre
équipe ont démontré chez M. abscessus la nécessité de I'ajout du premier rhamnose avant celui du
second et du 6-dTal, suggérant ainsi un haut degré de spécificité de ces enzymes et une action concertée

des Gtf selon un ordre préétabli [120].

En amont de ces Gtf, I'intervention de Rml (RmIA et RmIB) (Tableau 2) dans I’activation et I’épimérisation

des monosaccharides est probable, bien qu’une validation expérimentale reste nécessaire.

Comme mentionné précédemment, le 6d-Tal présent sur le résidu de thréonine arbore en positions 3 et
4 des groupements acétyles qui seraient, au regard des résultats obtenus chez M. smegmatis, ajoutés par
deux acétyltransférases non-redondantes, Atfl et Atf2 (Tableau 2, Figure 12.) [121]. En effet, un mutant
Aatf généré chez M. smegmatis, c’est-a-dire dépourvu de son unique acétyltransférase (Figure 13.), et
complémenté par Atfl et Atf2 de M. abscessus a permis de mettre en évidence I’action séquentielle de
ces enzymes [121]. La complémentation par Atfl de M. abscessus du mutant Aatf de M. smegmatis a
induit la production de GPL mono-0O-acétylés tandis que la complémentation par Atf2 a conduit a un
produit non-acétylé. Finalement, 'action combinée des deux enzymes a permis de restaurer la production

de GPL sauvages montrant une action d’Atf2 dépendante de I’action préalable d’Atf1 [121].

Concernant le premier rhamnose situé sur I’alaninol terminal, celui-ci serait méthylé en positions 3 et 4
ou 2, 3 et 4 grace a I'action des rhamnose méthyle transférases Rmt2, Rmt3 et Rmt4 (Tableau 2) [117],

dont la spécificité d’action reste a déterminer.

Une fois synthétisés, les GPL totaux sont transportés au travers de la membrane plasmique par une
machinerie composée de trois protéines membranaires des familles des « Mycobacterial membrane
protein Large » et des « Mycobacterial membrane protein Small » (MmpL4a, MmplL4b, MmpS4) [117]
(Tableau 2). Une protéine d'adressage des GPL ou « GPL addressing protein » (Gap) (Tableau2) a

également été décrite chez M. smegmatis pour participer au transport des GPL [122].

Enfin, il existe un petit géne présent au sein de ce locus, MAB_4114, dont le réle éventuel dans la synthése

ou le transport des GPL est a ce jour inconnu (Figure 13).
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Nom en anglais

Fonction

Géne

mps1 (MAB_4099c)

%: Mycobacterial peptide synthase Syntheése de la chaine peptidique mps2 (MAB_4098c)
s
®
_ Synthése de la chaine peptidique mbtH (MAB_4100c)
GPL addressing protein Transport des GPL gap (MAB_4097c)
3
o Mycobacterial membrane protein small mmpS4 (MAB_4117c)
3 Transport des GPL au travers de
S_ la membrane plasmique
mmplL4a (MAB_4116c)
Mycobacterial membrane protein large
mmplL4b (MAB_4116c)
Transfert du 6-deoxy-a-L-talose gtfl (MAB_4107c)
) Glycosyltransferase Transfert du premier rhamnose gtf2 (MAB_4104)
<
§ Transfert du second rhamnose gtf3 (MAB_4112c)
<
)
o
> Activation et épimérisation des LA CaERe )
B monosaccharides rmiB (MAB_4111c)
rmt2 (MAB_4109c)
§ Rhamnose methyltransferase O-méthylation du rhamnose rmt3 (MAB_4105c)
2 rmt4 (MAB_4108c)
=3
g.
Fatty-acid methyltransferase O-njethylgt!on ED[FEEEE0 2 R 1R fmt (MAB_4103c)
chaine lipidique
3
3 stylati - g-L- atf1 (MAB_4106c)
< Acetyltransferase Acetylgt}on du 6-deoxy-a-L-talose
E_)" en positions 3 et 4 atf2 (MAB_4110c)
o
3

MAB_4114

Tableau 2. Acteurs de la synthése et du transport des glycopeptidolipides chez M. abscessus. Les
différents genes sont classés en fonction de leur principale fonction connue ou supposée. GPL,

glycopeptidolipides.
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Bien que la route soit encore longue pour comprendre le réle des divers constituants des GPL, la fonction
principale de ce lipide a été décortiquée au cours des derniéres années. Les GPL sont connus chez les
mycobactéries pour induire différents morphotypes en fonction de leur présence ou de leur absence a la
surface de la bactérie [123]. Le morphotype R présente généralement des mutations (petites insertions
ou délétions) au sein du locus codant pour la synthése (mps1 ou mps2) et le transport (mmplL4a ou
mmpS4) des GPL [124,125]. Le morphotype S, arborant a sa surface des GPL regroupés en nanodomaines,
est trés mobile grace a ses capacités de glissement sur des surfaces telles que les milieux gélosés (« sliding
motility ») [126,127]. Cette mobilité pourrait en partie expliquer le pouvoir colonisant de ce morphotype
au sein des individus infectés [120,127,123]. De plus, ces lipides de surface semblent impacter les
interactions de la bactérie avec I’h6te en masquant d’autres lipides tels que les phosphatidylinositols
dimannoside (PIM2) ou des lipoprotéines de surface connus pour étre des agonistes du récepteur TLR-2
(« Toll-like receptor ») (Figure 14.) [67,128]. La reconnaissance de ces agonistes par TLR-2, récepteur de
reconnaissance de motifs moléculaires ou « Pattern-recognition receptor » (PRR), va stimuler I’expression
de TNF-a et I'inflammation in cellulo [67,128,129]. L’activation du récepteur TLR-2 pourra également
engendrer la production d’IL-8 et I'expression de « Human RB-defensin » (HRD2) [68], les IL-8 étant
notamment impliquées dans le recrutement des neutrophiles circulants vers le(s) site(s) d’activation des
TLR [68]. En masquant les différents agonistes de TLR-2 via les GPL, le morphotype S de M. abscessus a le
pouvoir de coloniser les voies respiratoires tout en réduisant la réponse inflammatoire, lui conférant ainsi

un avantage en comparaison au morphotype R.

De plus, de récentes études menées dans le but d’élucider le réle des différents constituants des GPL
[116,120] ont permis de mettre en exergue le réle central des sucres vis-a-vis des caractéristiques que ce
lipide confére au variant S. Des travaux publiés en 2022 démontrent I'impact de la glycosylation des GPL
et notamment la présence du 6-dTal ou du premier rhamnose sur la morphologie mais également sur
I’agrégation des souches [120]. Plus spécifiquement, ils attestent de I'implication directe du rhamnose
dans l'internalisation des souches S par les macrophages et suggérent l'initiation de ce processus par une
interaction des rhamnoses avec le récepteur au mannose (MR) et le récepteur du complément 3 (CR3),

tous deux connus pour favoriser la phagocytose (Figure 14.) [120].

Par conséquent, les propriétés principales des GPL s’avérent étre régulées par la présence des différents
sucres bien que la présence des groupements acétyles et méthyles pourraient également modifier les
propriétés conférées aux GPL. Chez M. smegmatis, |’acétylation du 6-dTal semble impacter les capacités
de glissement sur milieu gélosé (« sliding motility ») des souches ainsi que I’aptitude de celles-ci a former

des biofilms [80]. Ces groupements, d’aprés une étude de 2017 utilisant des GPL purifiés et chimiquement
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Figure 14. Role des glycopeptidolipides dans les interactions de M. abscessus avec les cellules hétes via
des récepteurs de I'immunité. Le variant rugueux (R) M. abscessus par interaction directe avec le
récepteur de type Toll-2 (TLR-2) via les phosphatidylinositols dimannoside (PIM;) et les lipoprotéines de
surface va induire la libération de facteurs de nécrose tumorale-a (TNF-a) par activation de la voie NF-
K B. Cette activation, chez le variant lisse (S), est inhibée par la présence de glycopeptidolipides (GPL) qui
vont masquer les agonistes de TLR-2. Les GPL via les deux groupements rhamnose (fond gris) vont
interagir avec le récepteur au mannose et le récepteur du complément 3 (CR3) et induire la phagocytose

du bacille.
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déacétylés, permettraient d’inhiber I'activité des GPL et leur interaction avec la cyclophiline D, régulateur

de la perméabilité des pores de la paroi des mitochondries des cellules, modulant ainsi I’apoptose [130].

L’enveloppe mycobactérienne, et en particulier certains lipides, conférent des caractéristiques diverses a
la bactérie impactant ainsi sa virulence et ses interactions avec les cellules hotes. Cette barriére
protectrice permet aux mycobactéries de manipuler leur héte et de résister aux antibiotiques, principal

outil dans la lutte contre les infections bactériennes.

5. Antibiothérapie et mécanismes de résistance de M. abscessus

M. abscessus étant résistante a la majorité des antibiotiques proposés en thérapie, il est pour le moment
difficile d’éradiquer ces infections. Malgré cela, I'antibiothérapie reste le traitement le plus courant pour
ce type d’infection. La section suivante aura pour but de décrire les principaux antibiotiques utilisés en
clinique dans le traitement des infections a M. abscessus ainsi que ses principaux mécanismes de
résistance innée et acquise vis-a-vis de plusieurs classes d’antibiotiques. Cette partie est présentée sous
la forme d’une Synthése publiée dans Médecine/Sciences (Illouz et al. 2021. Mycobacterium abscessus,

un modele de résistance aux différentes classes d’antibiotiques. Med. Sci. 37: 993-1001).
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> Mycobacterium abscessus est une bactérie non
tuberculeuse, environnementale, a croissance
rapide, qui est responsable d’infections pul-
monaires séveres, notamment chez les patients
atteints de mucoviscidose. Le traitement actuel
combine utilisation d’une B-lactamine et d’un
aminoglycoside associés a un macrolide. Cette
bactérie est polyrésistante a la plupart des anti-
biotiques utilisés en clinique. Les mécanismes de
résistance, innés ou acquis, qu’elle a développés,
conduisent fréquemment a des échecs théra-
peutiques, ce qui limite considérablement les
moyens de lutte disponibles pour le clinicien. Une
compréhension globale des mécanismes de résis-
tance de cette bactérie s’avere ainsi nécessaire
pour contrer les infections pulmonaires qu’elle
provoque. <

Mycobacterium abscessus a été isolée pour la premiere
fois en 1950, par Morris Moore et John B Frerichs, chez une
patiente de 63 ans ayant consulté pour divers troubles dont
un abces situé au niveau du genou, résultant d’un trauma-
tisme survenu 48 ans plus tot [1]. Cette mycobactérie non
tuberculeuse (MNT) & croissance rapide est classée dans
le phylum des Actinobactéries (Figure 1A). M. abscessus
regroupe en fait trois sous-especes bactériennes : M. abs-
cessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii et
M. abscessus subsp. massiliense. Celles-la différent par
leur profil génétique mais aussi par leur susceptibilité a
certains antibiotiques [2]. M. abscessus est un pathogéne
opportuniste intracellulaire (Figure 1B) qui est souvent
assimilé a d’autres mycobactéries. Confondue avec ces
autres especes, sa prévalence propre pourrait ainsi étre
largement sous-estimée. Son mode de transmission reste
encore largement incompris. Néanmoins, une étude réa-
lisée en 2016 suggére une transmission interhumaine
possible chez les patients atteints de mucoviscidose [3].
M. abscessus est responsable de manifestations cliniques
treés étendues. Outre des infections cutanées, osseuses,
disséminées et, voire, dans de rares cas, lorsque la barriere
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hémato-encéphalique est altérée, d’atteintes du systeme nerveux cen-
tral, M. abscessus est responsable d’infections pulmonaires séveres, en
particulier chez les patients souffrant de troubles pulmonaires comme la
mucoviscidose [4]. On estime en effet que 10 a 20 % de ces patients, qui
présentent une susceptibilité accrue aux infections bactériennes, sont
infectés par une MNT (principalement M. abscessus et Mycobacterium
avium). Uinfection par M. abscessus est I'une des infections bactériennes
les plus difficiles a traiter : elle est en effet multi-résistante aux antibio-
tiques, et le taux d’échec des traitements atteint prés de 60 % [5]. Sa
place de pathogene émergent s’explique par son incidence, qui peut sur-
passer, dans certains pays industrialisés, celle de Mycobacterium tuber-
culosis, ’agent étiologique de la tuberculose [4]. Le séquengage complet
du génome de M. abscessus a révélé la présence de plusieurs genes codant
des facteurs de virulence spécifiques de M. tuberculosis ainsi que de nom-
breux facteurs de virulence non mycobactériens, caractéristiques d’autres
pathogenes souvent associés a la mucoviscidose, tels que Pseudomonas
aeruginosa [6, 7]. La grande plasticité du génome de M. abscessus et les
nombreux mécanismes de résistance aux antibiotiques que déploie cette
bactérie témoignent de sa capacité d’adaptation a son environnement.

M. abscessus, une menace croissante pour les patients
atteints de mucoviscidose ?

(=) Voir la Synthese

La mucoviscidose est une maladie génétique héréditaire
de C. Ferec, m/s

causée par une mutation du géne codant la protéine
CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) [8] (=P).

n° 6-7, juin-juillet
2021, page 618
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Cette maladie autosomique récessive affecte, en particulier, les fonc-
tions digestives et respiratoires. La protéine CFTR est en effet une
protéine transmembranaire qui joue un réle de canal ionique loca-
lisé au pole apical des cellules épithéliales pulmonaires, permettant
I’échange d’ions chlorure et sodium au travers de la membrane des
cellules [9]. Des mutations du géne CFTR entrainent un dysfonctionne-
ment a "origine d’une mauvaise hydratation du mucus bronchique, qui,
de ce fait, devient de plus en plus épais et visqueux, favorisant ainsi
I’établissement d’infections polymicrobiennes chroniques. M. absces-
sus représente, avec M. avium, la MNT la plus fréquemment retrouvée
dans les expectorations de patients atteints de mucoviscidose, pou-
vant induire un déclin rapide de leurs fonctions pulmonaires [10]. Le
dysfonctionnement de CFTR réduit, entre autre, I'activité bactéricide
des macrophages en raison d’une diminution de leur production de
radicaux oxydants en réponse aux infections [11]. A Pincapacité du
systéme immunitaire inné a contr6ler efficacement les infections
bactériennes, s’ajoute la difficulté, pour le clinicien, a traiter ces
infections et a éradiquer le bacille responsable [12]. La présence de
M. abscessus peut aussi représenter une contre-indication a la greffe
pulmonaire, un recours souvent nécessaire chez les patients atteints
de mucoviscidose.

Lantibiothérapie comme traitement des infections
a M. abscessus

La majorité des molécules utilisées en clinique dans le traitement contre
M. abscessus ont un effet bactériostatique : elles ne font que stopper la
prolifération bactérienne, sans induire la mort des bactéries. Ces molé-
cules ne montrent également que peu ou pas d’activité vis-a-vis des
biofilms, constructions complexes formées de colonies bactériennes, ce
qui pourrait expliquer la relative inefficacité des régimes thérapeutiques
actuellement appliqués [13]. Pendant plusieurs années, les recom-
mandations thérapeutiques ont été fondées sur une trithérapie, asso-
ciant une B-lactamine (imipénéme ou céfoxitine), un aminoglycoside
(amikacine), administrés par voie parentérale pendant 12 mois, et un
macrolide (clarithromycine ou azithromycine), par voie orale. Afin d’op-
timiser cette thérapie chez les personnes atteintes de mucoviscidose, un
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Figure 1. M. abscessus, un bacille intracellu-
laire. A. Image de microscopie en contraste
de phase de M. abscessus. L’échelle représente
5 pm. B. Image d’immunofluorescence d’un
macrophage infecté par M. abscessus expri-
mant TdTomato (rouge). Les macrophages sont
détectés grace a un anticorps anti-CD63 (vert)
et les noyaux sont marqués au DAPI (bleu).

’échelle représente 10 pm.

consortium regroupant I’US Cystic Fibrosis Foundation et
I’€uropean Cystic Fibrosis Society, préconise maintenant
une premiére phase de thérapie dite intensive (durant
au moins un mois), suivie d’une phase de prolonga-
tion (de 12 mois) (Figure 2). Cette stratégie prend en
compte le profil de résistance aux antibiotiques de la
souche a lorigine de I'infection. Il est donc important
de différencier les isolats cliniques de M. abscessus qui
sont sensibles ou résistants aux antibiotiques, dont les
macrolides. 'action combinée de plusieurs antibiotiques
permet de cibler différentes voies métaboliques utilisées
par la bactérie afin de I’éradiquer (Figure 3) [14].

Les classes d’antibiotiques

Les B-lactamines regroupent une large classe d’anti-
biotiques (dont les pénicillines, les céphalosporines, les
carbapénémes). Elles agissent en inhibant la synthése
d’un composant essentiel de la paroi des mycobac-
téries, le peptidoglycane, formé d’une épine dorsale
alternant des chafnons N-acétyl glucosamine - acide
N-acétyl muramique, et de chaines tétrapeptidiques
(L-Alaninyl-D-isoGlutaminyl-meso-diaminopimelyl-
D-Alanine) liées & I"acide muramique. Lors de I’étape
finale de la synthese de cet hétéropolymere, des liai-
sons covalentes se forment entre les chaines latérales
des peptides monomeéres qui le composent, produisant
la macromolécule qui englobera la membrane plas-
mique. La réticulation du peptidoglycane est assurée
par des transpeptidases bactériennes qui appartiennent
A la famille des protéines liant la pénicilline (PBP), les
D,D-transpeptidases (DDT) et les L,D-transpeptidases
(LDT), qui catalysent respectivement des liaisons de
type 4—3 et 3—3 entre ces chaines peptidiques laté-
rales [15]. Les PB-lactamines agissent sur ces trans-
peptidases en entrant en compétition, par mimétisme,
avec le substrat de ces enzymes, bloquant ainsi la bio-
syntheése du peptidoglycane. Les céphalosporines et les
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Figure 2. Régime thérapeutique dans le cadre
d’infections a M. abscessus. La phase inten-
sive, d’une durée pouvant excéder un mois,
comporte une dose quotidienne d’amikacine
injectée par voie intraveineuse (AMK,,), d’un
antibiotique choisi parmi Iimipénéme (IPM),
la tigécycline (TGC) ou la céfoxitine (CFX),
ainsi qu’un macrolide (azithromycine (AZM)

ou clarithromycine (CLR)). La phase de prolongation, d’une durée d’environ 12 mois, comprend un macrolide, de I’AMK en aérosol ainsi que 2 a 3

antibiotiques choisis parmi la clofazimine (CFZ), le linézolide (LNZ), la minocycline (MNC) ou la moxifloxacine (MOX), dont le choix est dépendant

du profil de résistance de chaque isolat clinique.

carbapénemes présentent des activités différentes sur les deux types
de transpeptidases : plus efficaces contre les DDT pour les céphalos-
porines, supérieures contre les LDT pour les carbapénémes [16].

Les macrolides représentent une autre classe d’antibiotiques. Ils
ciblent, quant a eux, la syntheése protéique en interagissant avec I’ARN
ribosomique (ARNr) 23S de la grande sous-unité du ribosome (50S).
Ces antibiotiques empéchent ainsi I’allongement de la chaine pepti-
dique en bloquant le tunnel de sortie par lequel les peptides nouvel-
lement synthétisés s’éloignent du centre peptidyltransférase [17]. Les
macrolides, tels que la clarithromycine ou I"azithromycine ont un effet
bactériostatique auquel malheureusement M. abscessus subsp. abs-
cessus et M. abscessus subsp. bolletii sont souvent résistantes [18].
Les aminoglycosides sont des molécules hydrophiles qui inhibent la
synthése des protéines en se liant au site A de PARNr 16S constituant
la petite sous-unité des ribosomes [19]. Cette interaction est a I’ori-
gine d’'une mauvaise lecture du codon lors de la délivrance de ’ARN de
transfert (ARNt) des aminoacyls et, par conséquent, provoquent une
traduction erronée de I’ARN messager (ARNm).

Les tétracyclines inhibent également la synthése protéique des bac-
téries mais en prévenant I’association des aminoacyl-ARNt aux ribo-
somes bactériens [20]. Les membres de cette famille, comme la mino-
cycline, ne présentent généralement qu’une activité modeste contre M.
abscessus. Dérivée de la minocycline, la tigécycline fait exception. Elle
est la seule tétracycline a présenter une chaine 2-tert-butylglycyla-
mino liée au carbone C-9 du cycle aromatique du squelette de la molé-
cule (Figure 3). Ce substituant augmente I"affinité de la molécule pour
le ribosome, lui conférant une forte activité inhibitrice ainsi que la
capacité d’échapper aux mécanismes de résistance aux tétracyclines
les plus couramment développés par les bactéries [21].

Le traitement de I'infection par M. abscessus par ces antibiotiques,
dont la durée excéde souvent 12 mois, s’accompagne néanmoins
d’effets secondaires notoires, ce qui conduit, malgré leur efficacité, a
de nombreuses impasses thérapeutiques.

La polyrésistance de M. abscessus aux diverses classes
d’antibiotiques

Une résistance innée de la bactérie

La paroi mycobactérienne, une barriére naturelle

Si les mécanismes de résistance développés par M. abscessus sont
nombreux et variés, la paroi mycobactérienne, unique en son genre par
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la diversité des lipides qui la constituent, joue le role
de premiere barriére a I’encontre de nombreuses molé-
cules exogeénes, dont certains antibiotiques. Comme
toute cellule, la bactérie est bordée d’une membrane
constituée d’une bicouche lipidique : la membrane
interne (MI) (Figure 44). Ancrés dans cette bicouche,
se trouvent une grande variété de glycoconjugués : des
glycolipides et des lipoglycanes, tels

. ) ) (=») Voir la Synthese
que le phosphatidyl-myo-inositol

de L. Kremer et al.,

mannoside, le lipomannane ou le m/sn°6-7,
lipoarabinomannane [22] (=¥). juin-juillet 1999,
page 842

Entourant cette membrane interne,
I’espace périplasmique est constitué du peptidogly-
cane, un hétéropolymere lié de maniére covalente a
une couche d’arabinogalactane, elle-méme estérifiée
par des acides mycoliques, des acides gras a longues
chaines carbonées. Ces acides mycoliques, caractéris-
tiques des mycobactéries, constituent le feuillet interne
de la mycomembrane. Dans le feuillet externe de cette
derniére viennent s’insérer des lipides et glycolipides,
tels que le tréhalose monomycolate, le tréhalose dimy-
colate, le tréhalosepolyphléate mais aussi des gly-
copeptidolipides [23]. Cette vaste panoplie de lipides
participe grandement aux propriétés de résistance de la
paroi, par exclusion de taille des molécules exogénes,
mais aussi par son caractere hydrophobe, conférant une
résistance naturelle aux antibiotiques hydrophiles.
L’export actif a travers la membrane

Dans la membrane interne, de nombreuses pro-
téines jouant le rdle de pompes a efflux sont insérées
(Figure 4B). Parmi celles-ci, les protéines de la famille
MmpL (Mycobacterial membrane protein Large) [24]
permettent de maintenir ’homéostasie de la bactérie.
Elles sont également responsables d’une balance phy-
siologique permettant Iexport de toxines et de méta-
bolites produits par la bactérie. Ces protéines mem-
branaires ont une grande variété de substrats, comme
les facteurs de virulence, mais elles ont aussi un rdle
indispensable dans le transport de lipides et dans I’éla-
boration de la paroi bactérienne. Dans certains cas, les

995



996

Inhibition de la synthese de la paroi bactérienne

Imipénéme Ay e
(IPM) w] Y °‘<
§ OH
o O %
= Céfoxitine
S
o - (CFx)
S
Inhibition des acides nucléiques
Rifabutine Moxifloxacine o
/(o (RFB) (MOX)
A 0

Inhibition de la synthese protéique bactérienne

Clarithromycine Azithromycine
(CLR) (AZM)
Linézolide v,

(2) b

\’/ Tigécycline Minocycline
(T60) (MNC)
OH

,{ Clofazimine
(cF2)

Figure 3. Structure chimique des principaux antibiotiques utilisés dans le traitement des infections pulmonaires @ M. abscessus. Les principales

classes d’antibiotiques préconisées dans le traitement ainsi que leur mode d’action sont indiqués. ROS : reactive oxygen species.

pompes a efflux peuvent participer a I’export, du cytoplasme vers le
milieu extérieur, de substances exogénes (telles que les antibiotiques)
qui auraient pénétré dans la cellule. Certaines de ces protéines Mmpl
agissent de concert avec des protéines MmpS (Mycobacterial mem-
brane protein Small), dont les génes sont adjacents a ceux codant
les MmpL. Le cluster de génes MAB_2300/MAB_2301, codant les pro-
téines MmpS/Mmpl, est ainsi impliqué dans I'export d’antibiotiques
comme la bédaquiline (BDQ) et la clofazimine (CFZ) (Figure 4B). Leur
capacité d’export n’induit toutefois pas de résistances importantes
[25] (Tableau I). Une protéine apparentée a la pompe a efflux LmrS
(lincomycin resistance protein of Staphylococcus aureus), ainsi que
MmpL9, participent & la résistance au linézolide (LNZ) chez M. absces-
sus. €n effet, des niveaux élevés de transcrits du gene codant Mmpl9
ont été décrits chez des souches résistantes au linézolide, témoignant
de implication probable de cette molécule dans "export de I"antibio-
tique [26] (Figure 4B). La résistance de M. abscessus aux analogues
du thiacétazone (TAC) s’explique également par I'export actif de ces
antibiotiques par le systéeme MAB_4383c/MAB_4382c, homologue de
mmpS5/mmpl5 chez Mycobacterium tuberculosis [27].

Si ’ensemble de ces transporteurs conférent une perméabilité ajus-
table a la paroi bactérienne et représentent ainsi des mécanismes
de résistance intrinseque aux antibiotiques chez M. abscessus, nos
connaissances sur I"implication d’autres systémes de transport poten-
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tiels dans la résistance aux antibiotiques de la bactérie
restent encore limitées. Toutefois, diverses études
sont actuellement menées dans le but d’identifier des
inhibiteurs spécifiques de ces pompes a efflux afin de
potentialiser 'efficacité des traitements [28].

Les enzymes modifiant/inactivant les antibiotiques

A c6té de ces systémes d’export, M. abscessus regorge
d’une grande variété d’enzymes capables de modifier
chimiquement de nombreux antibiotiques, et ainsi de
les rendre inopérants. Ces enzymes, qui limitent donc
considérablement les options de traitement, consti-
tuent un pan non négligeable du « résistome » de
M. abscessus (Tableau I). Parmi celles-1a, une seule,
ciblant les B-lactamines, a été identifiée chez M. abs-
cessus : la B-lactamase Blayy, (Figure 4C). Codée par le
géne MAB_2875, elle hydrolyse le noyau B-lactame de
nombreuses molécules antibiotiques, comme les péni-
cillines, les carbapénémes ou les céphalosporines. €n
clinique, I'utilisation de certains antibiotiques, comme
’imipénéme et la céfoxitine, reste néanmoins possible.
La Blayyg ne les dégradent en effet que trés lentement,
leur conférant une certaine efficacité [29]. Uavibac-
tam, développé par AstraZeneca, un inhibiteur spéci-
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génétique est impliqué dans la résistance a plusieurs classes d’antibiotiques, incluant notamment les macrolides, les aminoglycosides ou les
rifamycines. MM : mycomembrane ; AG : arabinogalactane ; PG : peptidoglycane ; Ml : membrane interne ; LAM : lipoarabinomannane ; LM : lipo-
mannane ; TMM : tréhalose monomycolate ; TDM : tréhalose dimycolate ; GPL : glycopeptidolipide ; PIM : phosphatidyl-myo-inositol mannoside.
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Antibiotique  Voie métabolique/cible Géne(s) impliqué(s) Réf.
L. Syntheése des acides mycoliques /énoyl ACP Polymorphisme du géne katG codant I’enzyme d’activa-
Isoniazide ’ ; [31]
réductase InhA tion de I'INH
Rifampicine Transcription/ARN polymérase ADP-ribosylation de la rifampicine par Arry,, [35]
) . . 5 Inactivation par AAC(2’) [31]
Aminoglycosides Syntheése protéique/ARNr 16S o
Inactivation par APH(3”) [33]
Synthese du peptidoglycane/Penicillin- N
ﬁ-luctamines y . p P gy Inactivation par Bla,,,, [53]
binding protein
Synthése protéique/empéche
Tétracycline I'attachement de I’'aminoacyl- ARNt au ribo- Inactivation par MabTetX [34]
some
Macrolides Syntheése protéique/ARNr 23S Modification de la cible par le produit du gene erm(41) [18]
Analogues du Syntheése des acides mycoliques /déshydratases  Pompe a efflux de type MmpS/MmplL codée par [54]
thiacétazone HadABC MAB_4383c/4382¢c
. . ) ; . Pompes a efflux de type MmpS/Mmpl codées par
Bédaquiline Production d’énergie/ATP synthase [25,55]
MAB_2300/2301 et MAB_1135¢/1134c
Production de radicaux oxydants produits par . ;
. . . Pompes a efflux de type MmpS/Mmpl codées par
Clofazimine la NADH:quinone oxydoréductase [25,55]

MAB_2300/2301 et MAB_1135c/1134c

de type 2

Tableau I. Résistance innée et acquise aux antibiotiques chez M. abscessus. ACP : acyl carrier protein ; Inh : isoniazid ; KatG : catalase/peroxidase ;

Mmpl : Mycobacterial membrane protein Large ; MmpS : Mycobacterial membrane protein Small.

fique de la Blay,g, permet, également de réduire considérablement la
concentration minimale inhibitrice de certaines B-lactamines. Cette
molécule augmente ainsi I’efficacité de ces antibiotiques, ouvrant la
voie vers de nouvelles approches thérapeutiques, et donc a I’utilisa-
tion de cette famille ’antibiotiques [30].

La résistance de M. abscessus aux aminoglycosides s’explique par la
présence chez cette bactérie de trois enzymes (deux acétyltransfé-
rases et une phosphotransférase) capables de neutraliser cette classe
d’antibiotiques. Les deux N-acétyltransférases, AAC(2’) et Eis2, sont
codées respectivement par les génes MAB_4395 et MAB_4532c. AAC(2’)
acétyle le groupement amine situé en position 2’ de certains amino-
glycosides tels que la kanamycine ou la gentamycine [31], deux anti-
biotiques qui ne sont pas utilisés dans les traitements cliniques. €is2,
quant a elle, inactive ’amikacine, la kanamycine ou I’hygromycine, en
acétylant le premier groupement amine de ces molécules [32]. Uinac-
tivation des genes codant ces enzymes entraine une sensibilité accrue
des bactéries aux aminoglycosides [31]. La 3”’-0-phosphotransférase
(APH(3%)), codée par le géne MAB_2385, est, elle, déterminante dans
la résistance a la streptomycine [33]. Les modifications chimiques que
ces enzymes produisent sur les aminoglycosides, diminuent leur affi-
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nité pour I’ARNr 16S de la sous-unité 30S du ribosome,
ce qui les rend inopérantes (Figure 4C).

Bien qu’efficaces contre M. tuberculosis, les tétracy-
clines n’ont que peu d’effet sur M. abscessus. €n effet,
M. abscessus exprime une monooxygénase, la MabTetX
[34], qui inactive les tétracyclines (Figure 4C). La
délétion du gene MAB_1496c qui code cette enzyme,
entratne chez la souche mutée, une sensibilité accrue
a ce type d’antibiotique, vingt fois plus élevée par rap-
port a la souche parentale, confirmant I'importance de
cette enzyme dans la résistance aux tétracyclines.

La rifampicine est une molécule utilisée en premiere
intention pour le traitement de la tuberculose. M. abs-
cessus reste cependant insensible a Iaction de cet
antibiotique. La raison de cette résistance repose sur
la présence chez M. abscessus d’une ribosyltransfé-
rase, "ADP ribosyltransférase Arry,g, codée par le géne
MAB_0591. Cette enzyme est capable d’ADP ribosyler la
rifampicine, "'empéchant d’agir au niveau de la sous-
unité 3 de ’ARN polymérase [35] (Figure 4C). La décou-



verte de dérivés de la rifamycine, plus réfractaires a I’ADP-ribosylation
par Arry,s, représente néanmoins une piste de recherche prometteuse
dans la lutte contre M. abscessus [36].

Les enzymes protégeant la cible des antibiotiques

M. abscessus possede également une enzyme capable de protéger les
protéines ciblées par les macrolides (Tableau /). La méthyltransfé-
rase €rm(41), codée par le géne MAB_2997, est en effet capable de
méthyler "adénine en position 2058 de ’ARNr 23S de la sous-unité 50S
du ribosome [18] (Figure 4D). Par cette méthylation, cette enzyme
produit un encombrement stérique qui réduit I’affinité des macrolides
pour le tunnel de sortie du polypeptide. Il existe un polymorphisme du
géne erm(41) codant cette méthyltransférase, sur le nucléotide en
position 28 : thymine ou cytosine. Selon ce polymorphisme, les souches
cliniques de M. abscessus présentent une résistance a la clarithromy-
cine ou a I’azithromycine : le sequevar (ou variant) T28 (correspondant
& un résidu tryptophane [Trp] en position 10 de la protéine) est en
effet associé a une résistance inductible, alors que le sequevar C28
(correspondant & un résidu arginine [Argl0]) est associé a une sen-
sibilité de la bactérie aux macrolides [37]. Le niveau de résistance
de la bactérie, qui augmente progressivement en fonction du temps
d’exposition a la clarithromycine ou a I’azithromycine, est inductible
et directement lié a I’activateur de transcription WhiB7 [38]. Sachant
que les macrolides représentent la pierre angulaire de la thérapie anti-
M. abscessus, cette résistance aux macrolides inductible, observée
dans 40 a 60 % des souches cliniques [37], rend compte du probléme
majeur de santé publique que représente I'infection par cette bactérie.

Polymorphisme nucléotidique et résistance acquise

Aux mécanismes de résistance innée que nous avons décrits, s’ajoutent
des résistances acquises par M. abscessus. Ces résistances, fruit de
modifications génétiques qui sont retrouvées dans les isolats cliniques,
sont le résultat d’une exposition prolongée de la bactérie aux antibio-
tiques. Des mutations spontanées surviennent ainsi au sein des genes
codant les cibles protéiques des antibiotiques (Tableau | et Figure 4€),
mais d’autres mécanismes additionnels, tels que le transfert génétique
entre especes bactériennes, sont probablement impliqués.

Résistance acquise aux macrolides

Des mutations du géne rrl, qui code ’ARNr 23S [39], touchant les adé-
nines en position 2058 et 2059 de I’ARNr 23S, sont induites au décours
des expositions aux antibiotiques. Celles-ci réduisent I'activité des
macrolides, et sont retrouvées dans les isolats de M. abscessus, comme
c’est le cas pour d’autres espéces mycobactériennes, telles que M.
avium [39].

Résistance acquise aux aminoglycosides
Des mutations du gene rrs, qui code ’ARNr 16S et qui induisent une

résistance aux aminoglycosides, ont été décrites. Quatre mutations,
affectant PARNr 16S (T1406A, A1408G, C1409T et G1491T)!, ont été

! Thymine 1406 > adénine ; adénine 1408 > guanine ; cytosine 1409 > thymine ; guanine 1491 > thymine.

m/sn® 11, vol. 37, novembre 2021

associées a de hauts niveaux de résistance de M.
abscessus aux aminoglycosides [40]. Deux nouvelles
mutations (C1496T et T1498A)% ont été identifiées
récemment [41].

Résistance acquise aux rifamycines
M. abscessus est réfractaire a I’action de la rifampicine
qui est inactivée par I'action de la Arry,g. Toutefois, la
rifabutine, de la famille des rifamycines, fait excep-
tion. Dans un modele d’infection chez le poisson-zebre
(zebrafish) [42, 43] (=) ainsi que
dans un modéle murin d’infec-

(=) Voir la Synthese de
A. Bernut et al.,
m/s n° 6-1, juin-juillet
2015, page 638

tion par M. abscessus [44], cet
antibiotique présente des effets
bactéricides. Ces données confirment la capacité de la
rifabutine a inhiber la transcription chez M. abscessus,
a linstar de la rifampicine. Des mutations du géne rpoB
qui code la sous-unité 3 de ’ARN polymérase (H447Y,
H447D et S452L)° sont cependant a I’origine de la résis-
tance de la bactérie @ la rifabutine [43].

Conclusion et perspectives

Les nombreux mécanismes de résistance de M. abs-
cessus, conjugués a I"’émergence de souches multi-
résistantes, limitent considérablement les outils mis
a la disposition du clinicien pour traiter les infections
pulmonaires causées par cette mycobactérie atypique.
Le traitement actuel recommandé ne permet pas, dans
la plupart des cas, d’éradiquer des infections a M.
abscessus. Face a ce probleme de santé publique en
progression constante, des efforts doivent étre faits
pour encourager et favoriser des études ayant pour but
d’identifier de nouvelles pistes thérapeutiques pour
lutter contre les infections persistantes a M. absces-
sus, avec en particulier, I'identification de nouvelles
cibles d’intérét thérapeutique et le développement de
molécules auxquelles cette bactérie serait sensible.
Depuis plusieurs années, la recherche se concentre
sur la découverte et le repositionnement de molécules
actives vis-a-vis de M. abscessus comme, par exemple,
la rifabutine [43, 44], la bédaquiline [45, 461, le tédi-
zolide [47] ou les inhibiteurs du transporteur des acides
mycoliques MmpL3 [48, 49] (=P).

D’autres molécules ou formula-

(=) Voir la Nouvelle
de C. Raynaud et

tions sont actuellement testées L. Kremer, m/sn®8-9,
dans des essais cliniques, comme aoit-septembre 2020,
I’inhalation d’amikacine liposo-

male ou le monoxyde d’azote [50]. Des approches

page 691

? Cytosine 1496 > Thymine ; thymine 1498 > adénine.
¥ 0uc.13390T; c.133905G ; c.13550T
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(=) Voir la Chronique
génomique de

alternatives a I’antibiothérapie sont également en
cours d’étude. La phagothérapie, par exemple, tres
utilisée au début du xx® siécle, est remise au devant
de la scene dans la lutte contre les infections par
les MNT [51] (=9).

Ainsi, "administration d’un cocktail de mycobactériophages spéci-
fiques a une souche multirésistante de M. abscessus, dans le cadre
du traitement d’une infection disséminée chez une jeune patiente
atteinte de mucoviscidose, a amélioré I’état clinique de la patiente
et a suscité beaucoup d’espoir [52]. Si la phagothérapie reste encore
anecdotique dans les pays occidentaux, elle pourrait néanmoins
permettre d’établir des traitements personnalisés avec une toxicité
moindre, notamment chez les patients particulierement réfractaires a
I’antibiothérapie classique. ¢

B. Jordan, m/s
n° 10, octobre 2019,
page 806

SUMMARY

Mycobacterium abscessus, a model of resistance to multiple
antibiotic classes

Mycobacterium abscessus is an environmental fast-growing, non-
tuberculous mycobacterium responsible for severe lung infec-
tions, especially in patients with underlying lung disorders such as
cystic fibrosis. The standard chemotherapy combines a B-lactam
(imipenem or cefoxitin), an aminoglycoside (amikacin) and a
macrolide (clarithromycin or azithromycin). However, resistance
of this bacterium to most antibiotic classes, including nearly all
anti-tubercular drugs, leads frequently to treatment failure and
considerably reduces the therapeutic arsenal available to the clini-
cian. A comprehensive understanding of the innate and acquired
resistance mechanisms is thus necessary to counteract M. absces-
sus lung infections. ¢
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Chapitre Il. Les mycobactériophages en thérapie

L'utilisation massive d’antibiotiques au cours des dernieres décennies a conduit a une augmentation
drastique de I'antibiorésistance. Ce phénomeéne, couplé au manque alarmant de nouveaux antibiotiques,
témoigne de la nécessité d’enrichir et de diversifier les approches thérapeutiques [132]. L'usage de
bactériophages (ou phages), des virus capables d’infecter et de lyser spécifiquement les bactéries,
représente une alternative prometteuse a I'antibiothérapie de longue durée a large spectre et malgré
tout trop inefficace contre certains germes. Grace a leur diversité, les bactériophages représentent un des
plus grands réservoirs d’agents antibactériens (plus de 10°! phages estimés a la surface de la Terre et
comptant 10® génomes différents) laissant espérer une découverte perpétuelle de nouveaux phages afin

de traiter I’ensemble des infections réfractaires a |I'antibiothérapie classique [133,134].

1. Histoire et découverte des bactériophages

La phagothérapie a connu durant les 15 derniéres années un essor considérable avec un nombre de cas
clinigues en nette augmentation. Toutefois, la découverte de ces virus ainsi que leur utilisation en thérapie
ne datent pas d’hier et remontent a la fin du 19°™® siécle. Tout commenca en 1896 lorsqu’un
bactériologiste anglais, Ernest H. Hankin, décrivit I'effet bactéricide des eaux de deux fleuves indiens
(Jumna et Ganges) contre I’agent étiologique du choléra (Figure 15.) [135]. |l en déduisit la présence d’une
substance antiseptique suffisamment petite pour échapper a la filtration des eaux qui, d’aprés le recul
gue nous avons a ce jour, pourrait correspondre a la présence d’un ou plusieurs bactériophages
spécifiques de Vibrio cholerae [135]. Néanmoins, le bactériologiste remarqua une inhibition de I'effet
antibactérien lorsque I'eau était portée a ébullition dans des contenants non hermétiques mais une
conservation de cet effet lors d’utilisation de tubes hermétiquement fermés. Ces observations, contraires
aux connaissances actuelles sur les bactériophages connus pour étre généralement inactivés a de fortes
températures, remettent en question la découverte des bactériophages au cours de cette étude

[136,137].

Quelques années plus tard, en 1915, Frederick W. Twort décrivit la présence de virus non-pathogenes
suffisamment petits pour passer au travers d’un filtre, observations en accord avec celles d’Ernest H.
Hankin réalisées prés de vingt ans auparavant (Figure 15.) [138]. Malheureusement, Twort, qui évoqua
ces virus comme ultra-microscopiques, ne put mener son étude a terme par manque de financement

[138].
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Finalement, c’est a un microbiologiste francgais, Félix d’Hérelle, que nous devons l'invention du terme
bactériophage en 1917, aprés avoir constaté une corrélation entre la disparition du bacille dysentérique
et I'apparition d’un microbe qu’il ne pouvait observer (Figure 15.) [139]. Ce microbe présentait des
propriétés antagonistes ainsi qu’une spécificité d’action vis-a-vis du pathogene. Ce microbiologiste
caractérisa le bactériophage d’obligatoire, au vu de sa dépendance a la bactérie pour se répliquer, et
suggéra la possibilité de le faire évoluer, via un entrainement connu aujourd’hui sous le nom de « phage
training » [139]. F. d’Hérelle proposa alors leur utilisation dans le traitement de patients atteints de
dysenterie et contacta, en 1919, le chef de service de pédiatrie de I'hépital Necker dans le but de traiter
les enfants malades (Figure 15.) [140]. Une amélioration de I’état global de tous les enfants traités avec
les bactériophages fut observée, donnant ainsi naissance a la phagothérapie. Le succés de cet essai initia
I’évolution de ce traitement dans le but de cibler différents types d’infections. Ainsi, en association avec
les laboratoires Robert et Carriere, F. d’"Hérelle mit en vente des ampoules contenant des bactériophages
purifiés contre différentes espéces bactériennes (bacté-intesti-phage, bacté-coli-phage, bacté- rhino-
phage, bacté-pyo-phage, bacté-staphy-phage) [140]. En 1933, aprés avoir rencontré de nombreux
problémes de production et de qualité des produits proposés, le microbiologiste répondit favorablement
a la demande de son ancien étudiant, George Eliava, souhaitant développer un institut a Thilissi en
Géorgie (Figure 15.) [140]. Ce centre, spécialisé en bactériophages, est connu a ce jour comme le centre
Eliava et permit a I’époque de développer la production de bactériophages thérapeutiques a plus grande

échelle.

Au cours de la seconde guerre mondiale, la phagothérapie continua de gagner du terrain en se
développant également en Allemagne et en Amérique [140]. L'année 1941 marqua la fin progressive de
la phagothérapie en Europe et le début de I’antibiothérapie avec la mise sur le marché de la pénicilline
(Figure 15.) [141]. Cet antibiotique, découvert en 1928 par Alexander Fleming, d’une efficacité redoutable
sur certaines infections, relaya les phages au second rang [142]. La facilité de production a grande échelle,
le large spectre d’action permettant une généralisation du traitement ainsi que la stabilité de la pénicilline
conforterent les pays du bloc de I’Ouest dans leur choix de favoriser I'antibiothérapie [141]. De I'autre
coté du rideau de fer, les moyens n’étaient pas suffisant pour développer 'usage des antibiotiques et la
phagothérapie continua de se développer, notamment avec la production de phages dans le centre Eliava

[143].

En Europe de l'ouest, I'antibiothérapie a remplacé ces virus inobservables aux caractéristiques encore
inconnues et semblait étre le traitement miracle pour éradiquer les infections bactériennes [140].
Cependant, I'abus et le mauvais usage des antibiotiques a conduit a I'’émergence de souches

multirésistantes, générant un taux élevé d’échecs thérapeutiques et pouvant aller jusqu’au déces du
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patient [144]. Une premiere évaluation publiée en 2022 aborda lI'impact de la résistance aux
antimicrobiens sur la santé humaine et estima qu’en 2019, 4,95 millions de déces dans le monde y étaient
associés, dont 1,2 millions directement imputables [144]. Dés lors, la quéte vers de nouvelles stratégies
thérapeutiques a débuté afin de contourner ces résistances et pallier au manque de nouveaux

antibiotiques, remettant au go(t du jour I'usage thérapeutique des bactériophages.

2. Etablissement de la phagothérapie

A la différence de la phagothérapie pour tous initiée par Félix d’Hérelle, la phagothérapie actuelle a pour
objectif de traiter les patients en échecs thérapeutiques en leur fournissant une médecine personnalisée
[145]. Un des piliers de la phagothérapie réside dans |'ultra-spécificité des phages vis-a-vis de I'espéce,
voire de la souche bactérienne, avec pour principal avantage de limiter I'impact néfaste du traitement sur
la flore du patient [143]. Néanmoins, cet atout représente également un frein au développement de
traitements généralisés qui pourrait étre contourné par I'usage d’association de phages dans certains cas.
Diverses banques regroupant des bactériophages préalablement caractérisés commencent a voir le jour

afin de proposer de maniere optimale ces cocktails thérapeutiques.

Chaque phagothéque est unique de par les phages qu’elle contient et possede une taille variable
dépendante de paramétres tels que la diversité génétique des protagonistes (phages et pathogénes a
traiter) ou les déterminants de leurs interactions [145]. Concernant le pathogéne S. aureus multirésistant
aux antibiotiques et responsable d’infections nosocomiales, 20 a 30 phages suffiraient pour constituer
une banque active contre la majorité des souches cliniques [146]. A I'inverse, les bactériophages identifiés
contre Acinetobacter baumannii présentent une action bien plus limitée qui doit étre contrebalancée par
une population de virions plus variée au sein de la banque [147]. Par conséquent, I’ utilisation de cocktails
thérapeutiques établis a été proposée pour des especes ciblées par des phages a large spectre [145].
Cependant, pour des espéces ciblées par des phages au spectre d’action limité (ex : A. baumannii ou
M. abscessus) ou contre les infections polymicrobiennes la mise en place d’un traitement généralisé ne
semble pas étre possible pour le moment et souligne I'importance d’un travail en amont afin d’adapter

continuellement le traitement proposé.
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a. Choix des phages thérapeutiques

Dés lors, la mise au point de techniques rigoureuses et reproductibles pour prédire I'efficacité du phage
en conditions d’infection, bien qu’elle n’en soit qu’a ses prémices, doit devenir une priorité. En premier
lieu, la caractérisation et le choix des phages vis-a-vis de la bactérie sont des éléments clés a prendre en
considération lors de I’établissement du traitement (Figure 16.) [148]. Il est important de déterminer si
un phage est lytique, c’est-a-dire capable d’infecter et de lyser la bactérie, ou s’il est lysogénique (phage
tempéré) et par conséquent, intégrera son génome au sein de celui de la bactérie [143]. Pour ce faire, la
méthode des plages de lyse sur milieu gélosé (dilutions en série de phages déposées a la surface d’un
tapis bactérien en croissance dans un « top agar ») ou les essais en milieu liquide sont les méthodes les
plus couramment utilisées afin de vérifier I’activité de phages sur la souche pathogéne (Figure 16.) [149].
La premiére technique, bien qu’associée a une lecture purement subjective, présente I'intérét d’étre
rapide, peu onéreuse et permet d’évaluer I'efficacité du phage (« efficiency of plating » ou EOP). Elle offre
la possibilité d’étendre la batterie de bactériophages a disposition en induisant, au sein d’une plage de
lyse, la génération de mutants résistants spontanés [149]. Ces souches devenues résistantes (voir
Chapitre lll. 4.) obligent le phage a évoluer afin de contrecarrer la propagation de la bactérie [150]. Ce
phénoméne de co-évolution, qualifié de «course a I'armement» et largement rencontré dans
I’environnement, permet généralement une lyse efficace de la souche parentale et du mutant résistant
par le phage au champ d’action ainsi élargi [150]. En dépit des nombreux avantages qu’elles présentent,
ces méthodes sont critiquables du fait de I'absence de normalisation de divers paramétres (milieu utilisé,
température d’incubation, densité d’inoculum de la bactérie, etc.) pouvant induire un biais dans

I'interprétation des résultats [145].

En outre, des méthodes supplémentaires doivent étre exploitées pour valider le phage en tant qu’agent
thérapeutique, I'efficacité de ce dernier n’étant pas suffisante pour en faire un bon candidat. Des
séquencages du génome entier permettent de vérifier I'absence de séquences homologues a des génes
codant pour la résistance aux antibiotiques, des toxines ou encore des facteurs de virulence au sein du
génome phagique (Figure 16.) [151-153]. Ces analyses visent a éviter le choix de phages induisant la
production de substances toxiques lors de leur amplification, ce qui irait a I’encontre de la thérapie et

pourrait étre délétere pour le patient.

Dans ce sens, la capacité du phage a effectuer une transduction généralisée, c’est-a-dire le transfert d’ADN
d’une bactérie a une autre par recombinaison homologue [154], est également a écarter lors de sa
sélection en tant qu’agent thérapeutique. Lors d’infections polymicrobiennes, par exemple, ce
phénoméne pourrait conduire a des transferts de genes codant pour la résistance ou la virulence des

souches et complexifier I'infection (Figure 16.) [155]. Ce processus, bien que peu probable pour des
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Figure 16. phagothérapie chez un patient. La premiére étape consiste a choisir le phage selon son
efficacité via la méthode des plages de lyse (tapis bactérien sur lequel des dilutions en série de phages
sont déposées) ou des essais en milieu liquide (incubation de bactéries et de phages a différentes
concentrations qui sont par la suite déposées sur milieu gélosé) ou selon certaines caractéristiques
intrinséques au phage a bannir. Un séquengage global doit étre réalisé pour s’assurer de I'absence de
génes pouvant coder la production de substances toxiques. L’incapacité du phage a réaliser des
transductions généralisées est également a vérifier. La seconde étape repose sur I'amplification du phage
avec un hote de choix permettant de limiter la production de toxines ou de débris immunogenes lors de
la lyse bactérienne pour faciliter la suite du processus de production. Pour ce faire, un séquengage du
génome entier va permettre de déterminer la présence de certains génes ou de prophages qui doivent
étre proscrits. Par simplicité, une souche saprophyte est conseillée méme si I’utilisation d’un unique héte
semble limiter le champ d’action du phage. Ainsi, le nombre d’hétes d’amplification est également a
adapter lors de la recherche d’un phage a large spectre. La troisieme étape repose sur une purification du
lysat produit selon différentes méthodes aprés amplification servant a éliminer les débris bactériens.
Enfin, la suspension phagique peut étre administrée aux patients via une des trois voies d’administration

utilisées et a adapter en fonction de la pathologie.
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phages lytiques, a toutefois été observé dans certaines conditions d’infection [155]. Théoriquement, lors
de I'action d’un phage lytique, le génome de I'hbte est fortement dégradé jusqu’a étre lysé, inhibant alors
la production de bactéries ayant intégré ce gene au sein de leur génome. Cependant, des travaux sur le
phage T4, spécifique des souches d’Escherichia coli, ont démontré une augmentation de I'aptitude du
phage a effectuer des transductions généralisées suite a I'acquisition de mutations [156,157]. Bien que
les risques soient mineurs et dépendants des conditions, I'évolution du phage aboutissant a des
complications n’est pas a exclure et montre I'importance de vérifier régulierement I’évolution des phages

utilisés.

b. Amplification des bactériophages

Apres sélection, les phages sont soumis a une amplification basée sur le processus de réplication des
phages au sein de I’'h6te bactérien, qui sera détaillée par la suite (voir Chapitre Ill. 3.). Le choix de I'hote
d’amplification, comme celui du phage, va étre décisif et doit répondre a différents criteres. Lorsque cela
est possible, un séquencage global est réalisé afin d’éviter la présence de prophages, c’est-a-dire de
génomes phagiques intégrés au sein de celui de I’h6éte, ou de genes codants pour des facteurs de
virulence, par exemple. Leur présence pourrait engendrer la contamination du lysat par la libération, lors
de I'étape de lyse bactérienne, de particules dérivées du prophage ou d’endotoxines nuisibles pour la
thérapie [158—160]. L'utilisation d’une souche saprophyte telle que M. smegmatis est donc a favoriser et
a fait ses preuves pour l'isolation et I'amplification de la majorité des mycobactériophages recensés et
utilisés a ce jour en thérapie contre M. abscessus. Cette espece présente également I'avantage d’étre

facile a cultiver avec un temps de génération plus court que les souches a traiter [161].

Néanmoins, certaines études suggérent que ['utilisation d’un hoéte unique lors de l'isolation et
I’amplification du phage serait a I’origine de son spectre d’action limité (nombre d’espéces ou de souches
efficacement lysées par un méme phage), bien que la possibilité d’isoler des phages a large spectre a partir
d’un seul hote ait été également démontrée [162—165]. Ainsi, ces travaux proposent I’utilisation d’hotes
multiples afin d’accroitre les chances d’isoler des phages a large spectre et soulignent I'importance du
mode d’isolation et d’amplification [165]. Au vu des résultats variables générés par ces méthodes, P. Yu
et al. ont cherché a déméler le vrai du faux en comparant la diversité des hotes infectés en fonction de
trois méthodes d’isolation et d’amplification des bactériophages [166,167]. Les auteurs ont montré
I'importance de séparer les hétes lors d’amplifications a hotes multiples pour amplifier les phages de
maniere séquentielle. lls suggerent également la nécessité d’une séquence circulaire d’hotes afin de
conserver I'EOP initiale, les séquences linéaires semblant réduire I'EOP finale (Figure 17.) [167]. En dépit
du fait que I'utilisation d’h6tes multiples présente I'avantage d’élargir la gamme d’action du phage, cette

méthode génére un risque supérieur de libérer dans le lysat des substances a éliminer lors de I'étape de
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Figure 17. Amplification a hotes multiples. A. Amplification a partir d’'une séquence circulaire d’hotes.
Le stock de phages est déposé sur un tapis bactérien et les plages de lyse ainsi formées sont utilisées pour
isoler le phage amplifié. Ce phage, capable d’infecter efficacement et de lyser le premier héte (vert), est
incubé en milieu liquide avec un second héte (marron) puis sera déposé sur un tapis bactérien de ce méme
hote pour isoler les phages efficaces. Ce processus peut étre répété autant de fois que souhaité jusqu’a
utiliser le premier héte comme dernier héte d’amplification. B. Amplification a partir d’'une séquence
linéaire. Processus similaire a 'amplification sur une séquence circulaire a la différence de I'utilisation

d’un nouvel hote pour I'isolation finale. Adapté de Yu et al. 2016 [167].
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purification. Par conséquent, le choix du ou des hotes sont des étapes a entreprendre au préalable afin
d’avoir a portée de main un protocole établi permettant de limiter les contraintes et les risques tout en

réduisant le co(t de production.

c. Purification

Bien que toutes les précautions soient prises pour limiter la présence de substances potentiellement
immunogeénes (débris ou toxines libérés lors de la lyse), une étape de purification est nécessaire et doit
répondre a des normes essentielles de pureté et de stérilité pour produire des phages a usage
thérapeutique sans pour autant affecter leur efficacité ou leur concentration [168]. Différentes méthodes
sont disponibles, telles que la purification par dialyse, par gradient de densité au chlorure de césium ou
la précipitation au polyéthyléne glycol (PEG) (Figure 16.) [169]. Le choix de la méthode a utiliser doit étre
fait en tenant compte de ses avantages et de ses inconvénients, de l'usage souhaité et des
recommandations, la FDA (« Food and Drug Administration ») ayant établi une limite maximale de
5 EU/kg/h (EU : Unité d’endotoxine) lors d’administration intraveineuse [169,170]. La famille du phage
peut également influencer le résultat (diminution du taux d’endotoxines, concentration finale de phages),
expliquant la variabilité qui peut étre observée lors de la purification de deux phages ciblant un méme
pathogéne [169]. Parmi les différentes techniques existantes, le gradient de densité au chlorure de césium
est proposé comme la méthode la plus prometteuse (pureté obtenue et faible impact sur la concentration
en phage), bien qu’elle présente I'inconvénient de laisser, au sein de la préparation, des résidus de césium
délétéres a fortes doses [169]. Une étude in vitro avait mis en évidence une diminution de I'efficacité
virale apres son usage [171]. Toutefois, cette méthode a permis la purification de phages ayant éradiqué
des souches de M. abscessus chez des patients qui valide son utilisation pour la préparation de phages

thérapeutiques [172-174].

d. Administration du traitement phagique

Au terme de cette préparation, le traitement est prét a étre délivré selon une voie d’administration
adaptée a la pathologie rencontrée [175]. Comme tous les antimicrobiens, un adressage au plus proche
du site infectieux va permettre d’éviter leur dégradation [176,177]. A ce jour, différentes voies
d’administration bien tolérées sont proposées : applications locales favorisées lors d’infections cutanées,
aérosols pour des infections pulmonaires ou encore injections intraveineuses autorisant un adressage aux
sites infectieux difficiles d’accés (Figure 16.) [145,178,179]. La diversité des voies d’administration
couplée a la capacité unique de multiplication des phages au centre du foyer bactérien va permettre de

réduire, voire d’éradiquer I'infection [178]. Toutefois, cette production intense et concentrée de phages
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va entrainer une lyse bactérienne dense qui risque, a terme, de libérer un taux anormalement élevé
d’endotoxines. Cet évenement, rapporté lors de l'action de certains antibiotiques bactéricides et
aboutissant a des chocs toxiques, n’a cependant jamais été rencontré lors de phagothérapies [180].
L'absence de ce phénomeéne pourrait s’expliquer par la multiplication séquentielle des bactériophages
produisant un effet bactériolytique sur la durée et donc une libération moindre d’endotoxines sur un court

laps de temps, en comparaison aux antibiotiques bactéricides [181].

Par conséquent, ces différentes étapes clés que nous venons d’évoquer constituent les bases de la mise
en place d’une phagothérapie et devront, au cours des prochaines années, faire I'objet de
standardisations et de recherches approfondies dans le but d’élargir le panel de bactériophages

thérapeutiques a disposition du clinicien.

e. Etapes supplémentaires pour optimiser le traitement

i. Mettre a profit les combinaisons (phages ou phage-antibiotique)

Des précautions supplémentaires peuvent également étre envisagées afin d’optimiser le traitement
proposé. Parmi celles-ci, la préparation de cocktails phagiques est suggérée pour limiter I'induction de
résistance, augmenter dans certains cas I'efficacité et cibler un spectre d’hétes plus large, en particulier
lors d’infections polymicrobiennes [182-184]. Lors de l'utilisation de plusieurs phages, des effets
antagonistes peuvent étre rencontrés et sont a proscrire par des vérifications préalables en laboratoire
[185]. Par ailleurs, la combinaison de traitements telle que I’antibiothérapie couplée a la phagothérapie
est proposée pour améliorer I'action indépendante de chacun bien que des interactions antagonistes
puissent aussi exister [186—188]. L’antibiotique, par exemple, pourrait cibler un élément de la bactérie
essentiel pour I'adhésion ou la réplication du phage. Dans ce contexte, I'action synergique de la
kanamycine (inhibiteur de la synthése des protéines) pouvant altérer la réplication des phages avec le
phage ®HP3 contre une souche d’E. coli était inattendue et démontre I'importance de vérifications

préalables en laboratoire [189].

La classe de I'antibiotique, bien qu’importante, ne régirait pas I'effet synergique ou antagoniste que peut
générer ce type d’association. Ainsi, pour deux antibiotiques de la méme classe, leur combinaison avec
un méme bactériophage pourrait déboucher sur des effets en opposition (synergie pour I'un et
antagonisme pour 'autre), la difficulté de prévoir ces derniers ne se limitant pas seulement au choix du
couple phage-antibiotique [189]. En effet, la concentration de chaque protagoniste jouerait un réle

central dans la réponse observée et ainsi, pour un méme couple, plusieurs effets pourraient étre
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Figure 18. Génération de mutants résistants in vitro et in vivo. Echelle macroscopique.La souche
A. baumannii AB900 est incubée en culture liquide avec le phage ®FG02. La culture est ensuite étalée sur
boite pour isoler les résistants. En paralléle, ABS0O est inoculée chez la souris par voie intrapéritonéale
(IP) suivie d’injections IP d’antibiotiques et du phage ®FG02. Les bactéries sont ensuite extraites et
déposées sur milieu gélosé pour isoler les résistants. Ces résistants sont similaires (mutations au sein de
mémes genes) que l'isolation soit réalisée in vitro ou in vivo. Echelle microscopique. La souche
initialement sensible au phage ®FGO02 lors de leur mise en contact est résistante au phage ®LKO1. Suite
a l'incubation en culture ou chez le modéle murin, la souche mute dans des génes codants pour la
synthése ou le transport de la capsule (contour rose). Ce défaut de production de capsule (absence du
contour rose) entraine une résistance de la souche au phage ®FG02 mais une nouvelle sensibilité au

phage ®LKO1.
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rencontrés [189]. Pour illustration, le traitement de la souche E. coli JJ2528 par le phage ®HP3 avec la
ciprofloxacine peut induire des effets synergiques tout comme des effets antagonistes en fonction des
concentrations utilisées [189]. Il a également été rapporté que cette association permettrait d’atténuer
certaines résistances aux antibiotiques et inhiberait des résistances intrinseques a la souche parentale
[189,190]. Par exemple, une souche d’A. baumannii a montré une résistance au phage ®FGO02 in vitro et
in vivo suite a I'acquisition de mutations spontanées induisant la perte de production et d’export de la
capsule (Figure 18.) [190,191]. Ces mutants ont exhibé une sensibilité accrue a certains antibiotiques
(ceftazidime et imipénéme) ainsi qu’au phage ®LK01, inefficace contre la souche parentale (Figure 18.).
Ces travaux dénoncent I'importance de la combinaison des traitements et laissent envisager un cocktail
thérapeutique utilisant les phages ®FG02 et ®LKO1 contre A. baumannii AB900 afin de contrecarrer un

potentiel échec d{ a I'’émergence de résistances [190].

Ces différents exemples exposent I'importance d’expériences préalables en laboratoire et suggerent

gu’une résistance propre a la souche parentale ne détermine pas les résistances de la souche émergente.

ii. Modifications génétiques des bactériophages

La quéte perpétuelle d’ optimisation dans le but de fournir un traitement efficace pour le plus grand
nombre et avec un minimum d’effets secondaires ne s’arréte pas la. De récentes études se sont penchées
sur la possibilité de modifier génétiquement des phages et notamment leur queue afin d’augmenter leur
spectre d’hotes et de limiter I'émergence de résistances [192]. Concernant le phage T3, par exemple, les
auteurs ont suggéré le clonage d’un géne codant pour une protéine de la queue déterminante dans la
spécificité des interactions entre le phage et ses souches cibles [192]. L'usage d’oligonucléotides
dégénérés pour I"'amplification par ACP de ce gene a permis d’induire des mutations aléatoires et ainsi de
produire une batterie de plasmides contenant des versions mutées du gene en question. Apres
transformation des plasmides dans la souche d’E. coli et recombinaison dans le génome du phage T3 suite
al’infection, une large diversité de nouveaux virions a été obtenue [192]. Cette étude a révélé la possibilité
d’accroitre le nombre de phages a disposition par des modifications génétiques s’inspirant des
mécanismes d’évolution naturels. Les auteurs proposent également qu’un nombre limité de cocktails de
phages modifiés pourrait suffire a éradiquer les résistances dues a la modification du récepteur par la

bactérie.

En somme, la phagothérapie pour certaines bactéries telles que E. coli semble en bonne voie, grace a la

découverte de phages a large spectre et a des outils d’amélioration constamment rapportés [193,192].
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Ces avancées doivent, par conséquent, inspirer des futures recherches sur des pathogenes émergents ou
pour lesquels les recherches sont limitées. En effet, I'usage de phages contre les mycobactéries n’en est
gu’a ses débuts et est marqué par I'absence de mycobactériophages a large spectre ainsi que par le
nombre de phages a disposition, notamment concernant M. abscessus qui sera détaillé par la suite
[158,174]. Dans ce contexte, le développement de techniques de modifications moléculaires est
nécessaire pour élargir la gamme de mycobactériophages disponibles et a déja fait ses preuves dans le

traitement de patients au cours de récents travaux.

3. Utilisation de phages modifiés contre M. abscessus

a. Premiere thérapie phagique contre M. abscessus

La publication en 2019 d’une étude princeps rapportant I'usage de mycobactériophages génétiquement
modifiés dans le traitement d’une patiente infectée par une souche de M. abscessus subsp. massiliense,
marque les premiers pas de la phagothérapie contre M. abscessus [174]. Cette patiente agée de 15 ans et
atteinte de mucoviscidose (homozygote pour la mutation AF508) présentait les comorbidités suivantes :
une insuffisance pancréatique, du diabéte et une maladie hépatique liée a la mucoviscidose. Au cours de
sa vie, la patiente a été chroniquement infectée par des souches de P. aeruginosa et M. abscessus pour
lesquelles elle a été traitée pendant huit années. Malgré la prescription d’'un modulateur CFTR, ses
capacités respiratoires ont décliné, ce qui entraina, six mois plus tard, I’ajout de la patiente sur la liste
d’attente pour une greffe. A la suite d'une transplantation pulmonaire bilatérale, des
immunosuppresseurs ont été prescrits afin d’éviter un rejet, ainsi qu’une antibiothérapie par voie
intraveineuse pour contrer les infections bactériennes. L’apparition d’importants effets secondaires
amena les médecins a arréter I'administration d’antibiotiques, laissant place au développement d’une
infection a M. abscessus (rougeurs au niveau des incisions chirurgicales et isolation de la souche dans les
expectorations). Malgré la reprise rapide d’un régime antibiotique renforcé, la dissémination de
I'infection apres la transplantation n’a pas été empéchée. L'état de la patiente déclinant quotidiennement
a conduit sa famille a demander, a titre compassionnel, I'ajout d’'une phagothérapie n’ayant jamais fait
ses preuves contre M. abscessus. La souche GDO1 isolée chez la patiente a été utilisée pour cribler une
large banque de mycobactériophages établie avec la participation d’étudiants dans un programme de
recherche nommé SEA-PHAGES (« Science Education Alliance-Phage Hunters Advancing Genomics and
Evolutionary Science ») [194]. Ce programme, dont le but est d’initier des étudiants du monde entier a

des techniques variées de microbiologie (isolation et caractérisation), a permis de constituer au cours du
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A B

Muddy BPs Zoed

Figure 19. Mycobacteriophages. A. Microscopie électronique de trois mycobactériophages
thérapeutiques. D’apres Dedrick et al. 2019 [174]. B. Représentation schématique d’'un

mycobactériophage.
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Lytique Cro

ARN polymérase
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Figure 20. Role du répresseur dans le cycle phagique, exemple du phage A. Lors d’un cycle lysogénique,

le répresseur va occuper préférentiellement deux opérateurs adjacents (« operator right » ou Og; et Or,)
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temps une phagotheque comptant plus de 23 000 mycobactériophages génétiquement divers

(https://phagesdb.org). Parmi les phages actifs vis-a-vis de la souche GDO1, un premier phage désigné

Muddy a été sélectionné par la méthode des plages de lyse (voir Chapitre Il. 2) (Figure 19.) [174].
Découvert en 2010 a la suite d’un prélévement sur une aubergine en décomposition et isolé a partir de la

souche saprophyte M. smegmatis mc*155 (https://phagesdb.org), Muddy présente une activité lytique

[174]. Au contraire, deux autres phages également isolés a partir de la souche M. smegmatis mc®155, Zoe)
et BPs, présentent la capacité d’infecter sans pour autant lyser GDO1. Ces phages formant des plages
turbides sur milieu gélosé, caractéristiques des phages lysogéniques, ont été rendus lytiques par des

modifications génétiques en laboratoire [174].

La méthode de recombinaison par bactériophage de I'ADN électroporé (« Bacteriophage Recombineering
of Electroporated DNA » ou BRED) a été utilisé dans le but de générer, par recombinaisons homologues,
un dérivé lytique nommé ZoelA45 [195,196]. Cette approche, reposant sur la co-électroporation de I’ADN
du phage avec un substrat préalablement synthétisé, au sein d’une souche M. smegmatis induite pour
des fonctions recombinantes, a permis la délétion non marquée du géne 45 [195,196]. Ce géne code pour
le répresseur contrélant le passage d’un cycle lysogénique a un cycle lytique (Figure 20.) [197,198]. Cette
délétion oblige le phage a suivre un cycle lytique entrainant ainsi une infection et une lyse efficace de

GDO01 [174,195].

Comme ZoeJ, un dérivé lytique de BPs avait préalablement été généré avec la méthode BRED par mutation
au sein du géne 33 codant pour le répresseur transcriptionnel [196,199]. Toutefois, en opposition a la
délétion totale du géne chez Zoel, une mutation ciblée du motif hélice-coude-hélice (« helix-turn-helix »
(HTH)) a été suffisante pour produire un phage lytique. Ce motif, responsable de la liaison du répresseur
a I’ADN lors de la transcription, inhibe I'induction du phage dans un cycle lysogénique [200]. Néanmoins,
au vu de sa capacité d’infection modeste vis-a-vis de I'isolat clinique GDO1, I'optimisation en laboratoire
ne s’arréta pas la. Les auteurs mirent a profit les mécanismes de co-évolution rapportés précédemment
(voir Chapitre Il. 2.) pour générer des mutants de la gamme d’hote capables de pallier ces défauts
d’infection [174]. Ces nouveaux phages, BPsA33HTH_HRM1 et BPsA33HTH_HRM10, ont montré une
efficacité de lyse accrue en comparaison au phage parental BPsA33HTH vis-a-vis de GDO1. Le séquengage
de ces mutants a révélé la mutation d’une base dans le gene portail 3 (C2083T chez BPsA33HTH_HRM1
et A2695G chez BPsA33HTH_HRM10), induisant une substitution d’acide aminé dans la protéine du méme
nom (R66W et N270D). Douze copies de cette protéine, ordonnées en forme d’anneau, composent un
complexe situé a une extrémité de la capside (enveloppe protéique aussi appelée téte du phage)

(Figure 21.), indispensable du fait de sa directe implication dans toutes les étapes de I’assemblage du
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Figure 20. et va ainsi activer la transcription de son propre gene et inhiber celle du gene cro. Dans un

cycle lytique en revanche, la protéine Cro va se lier a Ogs afin d’inhiber la transcription du répresseur et

ainsi favoriser celle du géne cro. Adapté de Ptashne 2011 [198].
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Figure 21. Localisation et structure du complexe portail. Ce complexe se compose de douze copies de la

protéine portail et sert a la jonction entre la capside (téte) et la queue du phage. Visualisation de

profil/extérieur (gauche) ou de I'intérieur (droite) du complexe. Structures tirées de Dedeo, Cingolani, et

Teschke 2019 [201].
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phage (voir Chapitre Ill. 3. c. iii.) [201]. Ainsi, 'introduction de ces mutations spontanées chez le phage
BPsA33HTH renforcent son activité lytique bien qu’aucune étude supplémentaire n’ait été menée

pourdécortiquer ce mécanisme [174,201].

Par conséquent, le phage BPsA33HTH_HRM10 vient s’ajouter aux phages Muddy et ZoelJA45 sur la liste
des candidats thérapeutiques pour traiter ce cas d’infection [174]. En revanche, indépendamment de leur
efficacité d’infection et de lyse, ces phages ont fait I’'objet d’une caractérisation approfondie afin d’établir
le traitement adapté a la pathologie de la patiente et éviter, entre autres, des interactions antagonistes
(voir Chapitre Il. 2). Lors d’expériences in vitro, les phages ZoelA45 et BPsA33HTH_HRM10 se sont
montrés inefficaces a faibles concentrations tandis qu’une virulence importante du phage Muddy face a
la souche pathogéne a été observée, en dépit de la concentration choisie [174]. Ces expériences ont
également pointé de possibles résistances de la souche bactérienne en présence du cocktail phagique,
inhibant I’action de BPsA33HTH_HRM10 et ZoelA45 et induisant une sensibilité partielle de GDO1 a
Muddy. Malgré ces résultats nuancés, les trois phages, de par leurs différentes natures et leurs facultés a
lyser GDO1, représentaient des candidats prometteurs pour [I'établissement d’un protocole

thérapeutique.

S’en est suivi une administration quotidienne par voie intraveineuse d’une dose de 10° PFU (« plaque-
forming unit » c’est-a-dire nombre de particules virales capables de lyser leur héte et former des plaques
par unité de volume) de phages, en complément de I'antibiothérapie. Les deux premiers jours qui
suivirent la premiére administration, le traitement généra sueurs et rougeurs chez la patiente mais aucun
épisode fiévreux ou changement a I'examen physique ne fut remarqué. Aucun effet secondaire important
ne vint s’ajouter et les premiers effets favorables apparurent un mois aprés le début de la thérapie.
L'unique lésion cutanée ayant regue, en addition de I'administration intraveineuse, une application
topique de phages présenta une guérison plus avancée. Les bénéfices de cette application amenérent les
praticiens a ajouter cette voie de traitement aux autres lésions. Six mois plus tard, des améliorations des
fonctions pulmonaires et hépatiques furent constatées et couplées a I'absence de M. abscessus dans les

expectorations de la patiente.

Malgré de faibles concentrations de phages identifiées dans différents échantillons biologiques
(expectorations, écouvillons de plaies, féces), une augmentation des taux dans le sang fut observée,
concordant avec les capacités de réplication des virus lors de I'infection et confirmant ainsi leur efficacité
thérapeutique. Cette importante quantité de phages dans le sang n’a induit qu’une tres faible proportion
d’anticorps dirigés contre des protéines de phage (sous-unités de la capside ou de la queue), sans pour

autant étre neutralisants. De plus, I'absence de résistance aux phages des divers isolats prélevés au cours
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Figure 22. Cas clinique d’un patient atteint de mucoviscidose traité par phagothérapie contre une
infection pulmonaire a M. abscessus et ayant développé des anticorps dirigés contre un des phages. Dix
ans avant le début de la phagothérapie (-A10), le patient avait favorablement été traité par

antibiothérapie contre une infection a M. avium. Cing ans plus tard (-A5), le patient présentait une
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du traitement, contrairement aux observations in vitro, conforta le role de ces virus dans cette
amélioration clinique inespérée [174]. Par conséquent, malgré le succés de ce cas clinique, des travaux
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer les risques d’échec liés aux différents phénomeénes
observés (production d’anticorps et émergence de résistances). De nouvelles études cliniques doivent
également permettre d’appuyer ou de contredire les résultats de ces premiers travaux afin de faire

évoluer cette voie thérapeutique pour contrer les infections aux MNT réfractaires a I’antibiothérapie.

b. Usage compassionnel de mycobactériophages thérapeutiques contre M. abscessus

i. Production d’anticorps neutralisants lors de la phagothérapie

Une étude publiée en 2022 a relaté le cas d’un patient de 26 ans atteint de mucoviscidose (mutation
H199Y/2184insA du géne codant pour la protéine CFTR) avec une bronchiectasie avancée [202]. Le patient
présentait des infections chroniques de souches multirésistantes aux antibiotiques de P. aeruginosa ainsi
que de S. aureus résistantes a la méthicilline, auxquelles est venue s’ajouter une infection pulmonaire
causée par une souche rugueuse de M. abscessus subsp. abscessus (Figure 22.). Cing ans auparavant, le
patient avait déja été la cible d’une infection a une MNT (M. avium) efficacement traitée par
antibiothérapie (Figure 22.). Par conséquent, I'établissement d’un régime thérapeutique similaire
semblait tout indiqué pour tenter d’éradiquer I'infection a M. abscessus. Néanmoins, cette souche, isolée
en 2016 d’une expectoration du patient et présentant un géne erm(41) intact (voir Chapitre I. 5.), resta
réfractaire au traitement et persista dans les poumons. Le déclin des fonctions pulmonaires et
I'aggravation des signes radiologiques couplés a I'impossibilité d’avoir recours a la transplantation
conduisirent a une demande de phagothérapie a titre compassionnel (Figure 22.) [202]. Le phage
BPsA33HTH_HRM10, utilisé dans le cocktail auparavant mentionné, et le phage D29_HRME®P*°, un dérivé
du phage lytique D29 isolé de la souche clinique M. abscessus GD40, furent sélectionnés au vu de leur
aptitude a lyser efficacement la souche in vitro (Figure 22.) [174,202]. Bien que des clones soumis aux
phages persistérent sur milieu gélosé, aucune résistance ne fut constatée, justifiant leur choix en tant
gu’agents thérapeutiques. Aprés 116 jours de phagothérapie, la premiére culture négative fut prélevée,
a laquelle huit autres vinrent s’ajouter au cours des 245 jours de traitement qui suivirent (Figure 22.).
Neuf cultures négatives sur les dix échantillons récoltés furent obtenues bien que des co-infections a
S. aureus et P. aeruginosa, connues pour réduire la sensibilité de détection de M. abscessus, puissent
remettre en cause leur validité. Apres initiation de la phagothérapie, la quantification moléculaire de
I’ADN de M. abscessus par rapport a I’ADN total contenu dans les expectorations du patient ainsi que la

détection du LAM (voir Chapitre I. 4. a.) [87] dans les urines du patient comme indicateur de lyse
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Figure 22. co-infection a P. aeruginosa (bleu), S. aureus (rose) et M. abscessus (gris) pour laquelle il fut
traité par antibiothérapie (voie intraveineuse). L’antibiothérapie ne fonctionnant pas, le nombre
d’hospitalisations du patient augmenta fortement et amena a une réévaluation du traitement. A
I’antibiothérapie furent ajoutés deux mycobactériophages, BPsA33HTH_HRM10 (rouge) et D29HRM® P40
(vert), administrés par voie intraveineuse. Aprés 116 jours de traitement (J116), la premiére culture
négative a M. abscessus fut obtenue. Suite a 242 jours de traitement (J242), le phage BPsA33HTH_HRM10
fut considérablement neutralisé in vitro par des anticorps spécifiques produits par le patient au cours du
traitement. Ces anticorps n’ont cependant pas altéré I’efficacité du traitement. Finalement, neuf cultures
sur les dix récoltées aprés 361 jours de traitement (J361) furent négatives pour M. abscessus, autorisant

le recours a la transplantation pulmonaire.
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bactérienne confortérent les observations précédentes. En accord avec les recommandations de la « CF
foundation » et « European CF Society » [203], I’obtention récurrente de cultures négatives confortée par
des analyses supplémentaires initia I'ajout du patient sur liste d’attente pour une transplantation

pulmonaire.

Environ un an apres avoir débuté I'usage de phages thérapeutiques, le patient regut sa greffe. L’analyse
de I'organe remplacé mit en évidence la présence de souches de S.aureus, P. aeruginosa et de M. avium
tandis qu’aucune souche de M. abscessus ne fut décelée (Figure 22.). En outre, aucun signe d’une
infection disséminée a M. abscessus ne fut rapporté au cours des examens, suggérant une éradication
totale de I'infection malgré la présence non négligeable d’anticorps anti-phages dans le sérum du patient.
Etonnamment, au vu de leur détection avant l'initiation de la phagothérapie, I’existence de ces anticorps
serait la conséquence d’un contact antérieur de 'individu avec un phage relativement similaire a ceux
composant le cocktail. Néanmoins, la production tardive d’anticorps spécifiques au phage
BPsA33HTH_HRM10 et limitant considérablement son action in vitro ne fut pas suffisante pour altérer
I’efficacité du traitement. Dans ce sens, |’évolution des souches au cours de la thérapie n’eut également
aucun impact sur les performances des phages. En dépit d’'une augmentation non négligeable de la
résistance aux antibiotiques avant la phagothérapie, celle-ci stagna a I'ajout du traitement phagique et
aucune résistance vis-a-vis de ces nouveaux acteurs n’émergea, en accord avec les résultats préliminaires

obtenus in vitro.

Par conséquent, le succes rencontré dans le traitement de ces deux cas d’infections a M. abscessus
suggere que tous les ingrédients sont a portée de main pour développer et tenter de généraliser cette
stratégie thérapeutique contre des infections aux MNT persistantes. Toutefois, les méconnaissances
actuelles sur les diverses interactions des phages avec la bactérie ou encore avec I'h6te entravent
grandement les prédictions d’efficacité du traitement. L'observation de certains voyants au rouge lors de
I’établissement de la stratégie thérapeutique, telle la faible concentration d’anticorps neutralisant dans
le sérum du patient, ne devrait pas, au vu du cas précédent, brider la mise en place d’'une phagothérapie
[202]. D’autres cas sont toutefois nécessaires pour valider ces observations et mieux comprendre le réle

de I'immunité tout en dévoilant des limites potentielles a surpasser pour faire évoluer les traitements.

ii. Vue d’ensemble et développement

Le cas princeps de 2019 traité par trois phages thérapeutiques semble avoir déclenché un nouvel
engouement pour la phagothérapie qui revient au-devant de la scene et ouvre de nouvelles perspectives

d’espoir pour les nombreux patients infectés par des MNT et en échecs thérapeutiques. Par conséquent,
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Figure 23. Cas de vingt patients infectés par une mycobactérie et traités par phagothérapie. Parmi les
20 cas évalués, 11 présenterent une réponse favorable ou partielle au traitement proposé dont huit pour
des infections a M. abscessus, un pour une infection a M. avium, un pour une infection a M. chelonae et
un pour une infection au Bacille de Calmette et Guérin (BCG). Quatre patients (trois cas de M. abscessus
et un cas de M. chelonae) exhibérent une production d’anticorps neutralisant contre au moins un phage
administré sans altération de I'efficacité du traitement. Un seul cas d’infection avec deux morphotypes
(lisse et rugueux de M. abscessus) fut rapporté chez ces 11 patients. Parmi ces 20 patients, cing individus
infectés par M. abscessus affichérent une réponse incompléte au traitement dont quatre cas de
neutralisation d’au moins un phage par des anticorps du patient qui pourraient expliquer le manque
d’efficacité du traitement. Un cas de population mixte avec les variants R et S isolés fut recensé. Enfin,
guatre patients ne montrérent aucune amélioration clinique a la suite du traitement bien qu’un seul
présenta une production d’anticorps neutralisant contre au moins un phage. Un patient présenta

également une faible réponse a au moins un phage.
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les auteurs des études précédentes regurent, au cours des trois années qui suivirent la parution de I'étude
princeps, pas moins de 200 demandes de phagothérapie a usage compassionnel. Toutefois, la
personnalisation de chaque traitement n’offre qu’un accés limité aux patients répondant a des criteres
préétablis [173]. Seulement 20 patients, dont 17 cas d’infections a M. abscessus (incluant les deux cas
précédemment mentionnés), un cas d’infection a M. chelonae, un cas d’infection a M. avium et un cas
d’infection au Bacille de Calmette et Guérin (BCG), ont été inclus dans une nouvelle étude [173]. Parmi
eux, 11 patients présenterent une réponse favorable ou partielle au traitement phagique : une conversion
négative des cultures couplée a des améliorations sur le plan clinique ou radiologique aprés six a huit
semaines de phagothérapie pour une réponse favorable, ou la validation d’un seul de ces critéres pour
une réponse partielle (Figure 23.). Malgré ces résultats encourageants ou positifs, quatre patients
succomberent a des co-infections rappelant I'importance d’en évaluer les risques et de poursuivre les

traitements adaptés aux autres pathogenes.

Néanmoins, la présence de populations mixtes (plusieurs morphotypes d’'une méme souche) lors
d’infections aux MNT peut également freiner le succés de la thérapie. Une étude publiée en 2023
rapporte, parmi les 11 cas favorablement traités, celui d’un patient infecté par M. abscessus (Figure 23.)
pour lequel les morphotypes R et S ont été isolés, la souche R dérivant de la S suite a I'acquisition d’une
mutation dans un gene codant pour la synthése des GPL. Malgré les fortes probabilités d’isoler une souche
arborant un morphotype S (voir Chapitre Il. 3. c. i.), un seul cas parmi les 11 positifs mentionnés présenta
une infection par une population mixte (S et R). Pour ce cas minoritaire, un seul phage, qui plus est, inactif
contre la souche responsable de I'infection chronique fut sélectionné sur I'isolat R tandis qu’aucun phage
efficace contre Ia S n’a été découvert. Cet unique phage permit tout de méme des améliorations cliniques
et une conversion négative des cultures de la souche virulente malgré une persistance de la souche S. Cet
exemple semble néanmoins étre un cas a part et non généralisable au vu de I'échec thérapeutique
rencontré chez un autre patient infecté par une population mixte de M. abscessus subsp. massiliense
[173]. La stratégie thérapeutique, reposant sur une antibiothérapie associée a I'usage d’un phage dirigé
contre la souche R, aboutit a un isolement constant de cultures positives et dévoila une des limites
actuelles de la phagothérapie chez M. abscessus. En effet, I'inefficacité rencontrée contre les souches S
lors du traitement des patients associée a la capacité de ces souches a passer du morphotype S au
morphotype R met en avant un obstacle considérable. Une meilleure appréhension de I'importance de ce
phénomeéne (insensibilité des souches S aux phages actuellement a disposition) ainsi que la découverte

de nouveaux phages sera par conséquent déterminante pour la mise au point d’une thérapie efficace.
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Figure 24. Proportion du morphotype lisse et du morphotype rugueux dans les isolats cliniques
recensés. 41,5% des isolats présentent un morphotype lisse (S) (vert) et aucun de ces isolats n’est sensible
aux phages testés. Pour les souches rugueuses (R) (rose), seulement 20% ne sont pas efficacement lysées
par un phage tandis que 80% des souches sont sensibles a au moins un phage. Pourcentages de souches

R et S d’aprés Dedrick, Smith, et al. 2021 [158].
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c. Limites rencontrées

i. Spectre d’action des phages a disposition

Une étude menée sur 82 isolats cliniques provenant de 78 patients de nationalités différentes montra,
malgré la virulence accrue décrite pour les souches R, une proportion non-négligeable d’infections
causées par des souches S (41,5% des souches analysées) (Figure 24.) [158]. Les capacités d’infection et
de lyse de huit phages, dont certains avaient déja fait leurs preuves en tant qu’agents thérapeutiques, ont
été évaluées sur ces souches montrant une capacité des virus a infecter 80% des souches cliniques R
[173,174,202]. A I'inverse, aucune souche S ne montra de sensibilité a I'action lytique des phages bien
que 23% d’entre elles étaient infectables par les phages Faith1l et Itos. Par conséquent, la découverte de
nouveaux mycobactériophages pour contrer les infections mixtes ou chroniques causées par des variants
S est a promouvoir et devrait faire I'objet de recherches actives au cours des prochaines années. Une
hypothése avancée quant a I’absence de phages actifs contre ce morphotype est I'utilisation d’une espéce
distincte, avec la souche M. smegmatis utilisée comme souche de référence pour isoler les phages [204].
Cette hypotheése exige des études plus approfondies pour comprendre les raisons expliquant I'absence de
phages dirigés contre la forme environnementale M. abscessus S bien que la souche saprophyte utilisée
présente également a sa surface des GPL. Le traitement des souches arborant un morphotype R présente
aussi certaines difficultés. L’éradication de ces infections peut étre complexifiée et retardée par le manque
de phages a disposition ainsi que I'absence de phages a large spectre d’h6te. Malgré I’ efficacité des phages
utilisés dans les différentes études, leur ultra-spécificité et leur faible nombre représentent un frein
considérable a la généralisation des traitements [174]. Pour exemple, aucun phage isolé sur la souche
M. smegmatis mc?155 n’avait permis de traiter un patient infecté par une souche de M. abscessus
désignée GDO02 réfractaire a I'antibiothérapie. Toutefois, une nouvelle tentative d’isolation de phages,
cette fois-ci réalisée sur GD02, avait permis de découvrir le phage Elmo. Un mutant présentant une
efficacité supérieure, Elmo_HRM™?!> avait pu étre généré lors de travaux ultérieurs sur M. smegmatis
mc?155. Malheureusement, le patient décéda le temps d’établir le protocole de traitement [174]. Cet
exemple, rarement rapporté mais souvent rencontré, dénonce la nécessité d’un travail de fond a I'aide
d’isolats cliniques existants pour entrainer les phages déja isolés mais aussi afin d’en découvrir de
nouveaux dirigés contre les souches encore réfractaires a la phagothérapie et ainsi élargir le traitement a

davantage de patients.
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Figure 25. Cas d’un patient en échec thérapeutique dii a la neutralisation des phages administrés par la
production d’anticorps neutralisant. Un patient immunocompétent avait contracté une co-infection a
M. avium et M. abscessus pour laquelle il fut traité par antibiothérapie durant cing ans (-A5).
L’antibiothérapie étant en échec, une phagothérapie composée de trois phages fut initiée. Muddy (bleu),
ZoelJA45 (vert) et BPsA33HTH_HRM10 (rouge) furent administrés quotidiennement par voie
intraveineuse. Au cours du premier mois, une importante baisse de la charge bactérienne fut observée
(graphique situé a gauche) mais I'infection reprit, allant jusqu’a dépasser la charge bactérienne initiale au
bout de six mois de traitement. Au cours de la thérapie, une importante production d’anticorps fut
observée contre les trois phages (graphiques situés a droite) induisant leur neutralisation (graphiques au
centre). La neutralisation des phages rendant le traitement inefficace entraina I’arrét de la phagothérapie.

L’antibiothérapie bien qu’inefficace fut poursuivie. Graphiques tirés de Dedrick et al. 2021 [205].
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ii. Les anticorps neutralisants

Les échecs thérapeutiques rapportés durant des phagothérapies contre M. abscessus ont mis en exergue
des mécanismes de défense intrinséques a I'individu (production d’anticorps neutralisants). En effet, bien
que la production faible et tardive d’anticorps dirigés contre les phages n’ait pas eu de conséquences
alarmantes pour les cas précédents, I’évaluation de la réaction immunitaire sur le sérum de 17 patients a
montré une neutralisation importante d’au moins un phage chez neuf patients, aprés une administration
par voie intraveineuse (Figure 23.) [173,174,202]. Cette neutralisation des phages, plus ou moins rapide,
semble avoir contribuée, pour certains patients, a une baisse d’efficacité du traitement sans pour autant

I’altérer en totalité.

Néanmoins, I'inhibition totale de la thérapie avec une action antagoniste du systéme immunitaire a été
rapportée pour un patient agé de 81 ans, immunocompétent et atteint de bronchiectasie (Figure 25.)
[205]. Ce dernier avait expérimenté cinq années d’antibiothérapie pour contrer une co-infection a
M. avium et M. abscessus. La résistance des souches a ce type d’antimicrobien nécessita de consolider le
traitement existant avec I'ajout d’une phagothérapie. Les fortes similarités de séquence entre |'isolat R
de M. abscessus subsp. massiliense désigné GD82 et la souche GDO1 (cas princeps) faciliterent le choix
des phages, au regard des sensibilités comparables au traitement ayant fait ses preuves en 2019

(Figure 25.) [174,205].

Durant le premier mois, le régime antibiotique fut modifié afin d’abroger les effets secondaires rencontrés
et d’améliorer I'activité antimicrobienne contre la souche de M. avium insensible aux phages utilisés. Sur
cette période, une réduction d’un facteur dix de la charge bactérienne liée a I'infection par M. abscessus
fut observée dans les expectorations du patient, soulignant la force de ce traitement (Figure 25.). Une
reprise importante de I'infection engendra une augmentation de la charge bactérienne six mois apreés le
début de la phagothérapie (Figure 25.). Les échantillons prélevés présentérent la méme sensibilité vis-a-
vis des phages Muddy et BPsA33HTH_HRM10 que le premier isolat et seulement une faible résistance
occasionnelle a ZoelA45, écartant la possibilité d’'une évolution de la bactérie pour contrer I'attaque
phagique. Aucune résistance supplémentaire aux antibiotiques ne vint s’ajouter, excluant I'inaction des

traitements comme source d’échec.

Finalement, une forte réponse humorale associée a la production d’anticorps spécifiques dirigés contre
les phages fut décelée, pouvant expliquer I'inefficacité du traitement (Figure 25.). Avant de le débuter, le
patient ne présentait aucune réponse a BPsA33HTH_HRM10. Cependant, une production faible a
modérée d’lgG dirigés contre des protéines de Muddy et ZoelJA45 avait été observée, suggérant la

possibilité d’un contact antérieur du patient avec des phages similaires a Muddy et ZoeJA45. Au cours des
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deux ou trois mois suivants, la réponse immunitaire dirigée contre les phages s’accentua, avec une
augmentation des taux d’lgG, d’IgM et d’IgA sériques. Cette production d’anticorps fut suffisante pour
réduire, au moins partiellement, I'activité lytique des phages aprés seulement deux heures d’incubation
avec M. abscessus (Figure 25.). Des durées d’incubation supérieures entrainérent une réduction accrue
de I'efficacité du phage BPsA33HTH_HRM10 qui s’explique par la forte affinité de certains anticorps pour
sa protéine gpl7, protéine mineure de la queue qui serait impliquée dans I'interaction du phage avec la
bactérie. De la méme fagon, la production d’anticorps spécifiques des protéines mineures de la queue du
phage ZoelA45, gpl8 et gp21, fut observée (Figure 25.). Enfin, Muddy, troisieme acteur du cocktail et
exhibant la plus forte efficacité lytique in vitro, fut drastiquement inhibé en moins de deux heures
d’incubation par des IgG dirigés contre le tube de la queue, des sous-unités de liaison de la capside ou
encore des protéines mineures de la queue (Figure 25.). En conséquence, au vu du statut immunitaire du
patient et du manque d’efficacité des phages, la phagothérapie fut suspendue et le régime antibiotique

maintenu.

Cette étude présente un cas rare dont I’évolution n’aurait, d’aprées I’expérience passée, pu étre prédite.
L'adolescente infectée par GDO1 n’avait montré aucun signe de neutralisation des phages par des
anticorps qui pourrait s’expliquer par sa mise sous immunosuppresseurs pour empécher le rejet de la
greffe pulmonaire [174]. Considérant ces premiers résultats, les traitements immunosuppresseurs utilisés
suite a des transplantations pourraient prévenir I'’émergence d’anticorps neutralisant anti-phage ce qui
contribuerait a réduire les échecs thérapeutiques malgré les risques de favoriser la progression de

I'infection.

iii. Les voies d’administration

La voie d’administration peut également impacter la réponse de I’"h6te aux phages. Par exemple, la voie
intraveineuse est décrite comme favorisant le développement d’une forte réponse immunitaire en
comparaison a une application topique [206]. Bien qu’il s’agisse d’une voie de choix pour administrer le
traitement de maniére prolongée et permettre un apport aux zones difficiles d’acceés, il serait préférable,
lors d’utilisation de cocktails de phages, de les administrer en série ou de maniére discontinue afin d’éviter
leur neutralisation synchrone [205]. Comme mentionné précédemment, les patients immunocompétents
semblent étre plus enclins a développer une réponse neutralisante vis-a-vis des phages, ce qui contribue
a I‘échec thérapeutique [205]. La mise en place d’études préalables est essentielle pour développer et
adapter les traitements afin de limiter leurs risques. Cependant, la présence antérieure au traitement de

faibles concentrations d’anticorps dirigés contre les phages ne devra en aucun cas représenter un frein a
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I’établissement de la thérapie comme I'ont montré les différents cas cliniques abordés précédemment

[173].

Enfin, le bon déroulement du traitement peut également étre mis a mal et étre impacté de maniére
encore incomprise par de nombreuses variabilités telles que le régime antibiotique prescrit, les doses ou
encore la voie d’administration. Par conséquent, l'usage encore nouveau et limité des
mycobactériophages en thérapie requiert une analyse poussée des déterminants d’'une phagothérapie
efficace afin de mieux appréhender les limites pouvant étre rencontrées. C'est pourquoi, cette branche

de recherche nécessite également le développement de modeles précliniques pertinents.

4. Modeles précliniques

Dans le but de répondre aux nombreuses questions en suspens sur les facteurs régissant |’efficacité de la
phagothérapie contre les infections bactériennes, diverses études, développant et utilisant des modeles
animaux connus pour mimer les symptémes rencontrés chez I’'Homme, ont récemment vu le jour [207].
La majorité des données disponibles sur la phagothérapie proviennent de ces travaux bien qu’elles ne
puissent remplacer les observations faites chez ’'Homme, au regard des nombreuses caractéristiques
propres a chaque individu [208]. Ces méthodes doivent étre exploitées afin de valider in vivo I'efficacité
thérapeutique des traitements proposés, préalablement ou simultanément a I'administration chez le
patient et, ainsi, permettre d’optimiser perpétuellement le traitement en dévoilant de potentiels facteurs

limitant [208].

a. Efficacité de la phagothérapie dans les modeéles in vivo

Différents modeéles invertébrés tels que le nématode (Caenorhabditis elegans), la mouche commune des
fruits (Drosophila melanogaster) et la teigne de cire (Galleria mellonella), ou des modeéles vertébrés
comme la poule (Gallus gallus), le lapin (Oryctolagus cuniculus), le hamster (Mesocricetus auratus), le ZF
(Danio rerio) et la souris (Mus musculus) sont a ce jour utilisés pour déterminer I'efficacité de la

phagothérapie in vivo [209].

Parmi eux, le modele murin représente le modeéle le plus répandu et de prédilection au vu des fortes
similarités qu’il partage avec I’'Homme. Toutefois, il ne peut convenir a |’évaluation de la virulence et, par

conséquent, de I'efficacité des traitements contre tous les pathogénes en raison de sa résistance naturelle
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a certains [210,211]. Lors d’infections a S. aureus, par exemple, ce modele est naturellement insensible.
En revanche, le lapin est, tout comme "'Homme, sensible a ce pathogéne et semble, par conséquent, étre
un modele plus représentatif de ces infections [212]. Des lignées transgéniques peuvent également étre
utilisées afin d’adapter le modele et mimer davantage les conditions rencontrées chez les patients [210].
De ce fait, la vaste diversité des modeles disponibles aujourd’hui, avec leurs différences physiologiques
ou anatomiques, doit étre exploitée afin d’ajuster le choix du modeéle au pathogéne a traiter, au but de
I’étude (réle de I'immunité innée ou adaptative, sensibilité a I'infection, etc.) ou encore aux fonds mis a

disposition [210,213].

Une étude menée sur le modéle murin a permis de comparer |'efficacité de trois voies d’administration
(intramusculaire, sous-cutanée, intrapéritonéale) d’'une méme dose de phages pour contrer une infection
a P. aeruginosa [214]. Les souris, préalablement fragilisées par brilure et infectées par une injection sous-
cutanée de P. aeruginosa, sont plus efficacement traitées par I’'administration intrapéritonéale (100% de
survie des souris aprées 48h d’infection) en comparaison des deux autres voies (56% de survie suite a 48h
d’infection), en dépit de I'absence de toxicité des phages quelle que soit la voie d’administration
[214,215]. Néanmoins, la voie intrapéritonéale, bien que routiniére pour des expériences chez la souris,
semble plus délicate pour une injection quotidienne chez les patients et illustre une limite quant a la

transposition chez ’'Homme des résultats obtenus [216].

L'utilisation de ces modeles a pour principal but de confirmer ou de réfuter des résultats provenant
d’expériences in vitro afin de les extrapoler et permettre, lorsque cela est possible, de prédire le succes
de la phagothérapie chez|I’Homme. Des études portant spécifiquement sur I’établissement de traitements
et la coopération phage-antibiotique dans I’éradication de I'infection ont été menées sur différents
pathogénes et modeles. Parmi celles-ci, une étude publiée en 2021 a rapporté une augmentation de
I'activité du phage Muddy et d’antibiotiques contre la souche clinique M. abscessus GDO1 lors de leur
combinaison in vitro [217]. Un antibiotique de la classe des rifamycines, la rifabutine (RFB), est la molécule
qui a montré la plus forte efficacité in vitro en combinaison avec Muddy contre la souche GDO1 et dont
I’efficacité a également été évaluée dans le modele ZF [65,217]. Des larves CFTR déficientes, mimant les
mécanismes d'immunopathogénése rencontrés dans la mucoviscidose, furent infectées par injection de
la souche GDO1 dans la veine caudale puis traitées quotidiennement via une administration intraveineuse
de phages et/ou une balnéation pour I'antibiothérapie [217]. La combinaison des traitements montra une
efficacité supérieure aux thérapies prises séparément confirmant les résultats obtenus in vitro et
confortant ceux obtenus lors du traitement d’une jeune patiente (voir Chapitre Il. 3. a.) [174]. D’autres
études ont également démontré des actions synergiques lors d’expériences in vitro et lors du traitement

in vivo d’une infection a P. aeruginosa avec la combinaison d’un cocktail de phages et de ciprofloxacine
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[218,219]. Ces différents exemples suggerent que la coopération entre phages et antibiotiques in vitro

serait transposable aux modéles animaux.

Néanmoins, |'utilisation de ces animaux dans le contexte des infections bactériennes se confronte a de
nombreuses limites rappelant I'importance d’utiliser ces modéles pour accroitre notre compréhension
des risques sans pour autant accepter naivement tous les résultats obtenus [209]. L’évolution de la charge
bactérienne et celle de I'infection chez ’'Homme demeurent des parametres incertains avec lesquels il
faut traiter (Figure 26.) [208]. La présence d’une infection déja bien établie et difficile a éradiquer lors de
I’'usage compassionnel de phages est complexe a retranscrire expérimentalement et éthiquement a I'aide
d’un modele animal [208]. La phagothérapie chez 'Homme repose sur une concentration unique et
standardisée, s'appuyant sur la capacité des phages a se répliquer pour s’autodoser, en opposition aux
modeles animaux ou la quantité est généralement préétablie en fonction de I'inoculum bactérien
(Figure 26.) [208]. Toutefois, des études in vitro et in vivo ont démontré que I'usage de doses trop
importantes de phages sélectionnerait régulierement des souches résistantes soulignant I'importance

d’un équilibre entre phage et pathogene [220,221].

L'immunité innée de I'hote pourrait également agir en synergie avec le traitement phagique et assurer
ainsi le succes de la phagothérapie dans des modeéles in vivo. L'infection du modeéle murin par une souche
de P. aeruginosa, par exemple, a indiqué une inaction du traitement phagique lorsque I'immunité innée
de I’hote était altérée [222]. Plus précisément, les neutrophiles se sont montrés essentiels dans le controle
de l'infection en agissant en synergie avec le phage et pourraient également étre impliqués dans

I'inhibition de I’'émergence de résistances [222,223].

b. Apparition de résistances aux phages in vivo

Les modeéles animaux peuvent également étre mis a profit afin d’appréhender davantage I'émergence de
résistance lors de thérapie, mais aussi d’anticiper ce risque potentiel chez les patients (voir Chapitre Il. 2.).
Toutefois, ce processus de co-évolution entre le phage et le pathogéne cible peut également étre vu
comme une constante voie d’amélioration des phages a disposition, permettant, grace aux résultats
obtenus in vitro, de faire évoluer les traitements au cours de I'infection en produisant des phages a plus

large spectre (capables de lyser aussi efficacement la souche parentale que le mutant résistant) [150].

Une étude publiée en 2021 a comparé |"apparition de résistances dans un modele in vitro et un modéle

in vivo [224]. Lors de ces travaux, trois souches cliniques EXPEC (« Extraintestinal pathogenic Escherichia
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coli ») isolées de différents patients furent défiées par le phage ®HP3 sur des boites de Pétri ou dans un
modele murin de septicémie. Comme observé lors des travaux menés par F. L. Gordillo Altamirano et al.,
les souches résistantes aux phages, isolées in vitro ou in vivo, ont présenté des mutations similaires (génes
identiques mutés), suggérant la mise en place d’un faible nombre de mécanismes de résistance par ces
souches [190,224]. Bien que la majorité des résistances semblent étre le fruit de mutations au sein de
génes codant pour des composants de surface, généralement utilisés par le phage pour interagir ou
adhérer a la bactérie, ces modifications peuvent également étre liées a la perte de virulence ou d’aptitude

(« fitness ») de cette derniere.

Une étude menée par K. Salazar et al. a démontré une augmentation de la survie ainsi qu’une diminution
des symptémes des souris infectées par les souches résistantes aux phages (0% de mortalité) en
comparaison aux souris infectées par la souche parentale (80% de mortalité) [224]. Les résultats de cette
étude démontrent la possibilité de sélectionner un phage dérivé de ®HP3, nommé ®HP3.1, capable de
lyser efficacement les souches résistantes suite a I'acquisition de deux mutations, I'une au sein du géne
codant la protéine Spike et la seconde dans le géne codant la longue fibre de la queue. Etonnamment,
seulement trois souches résistantes a ce phage ont pu étre isolées in vitro et aucune in vivo, suggérant un
impact de la faible virulence de ces souches sur leur possibilité a résister au phage dans un contexte
infectieux [224]. La convergence des mutations observées in vitro et in vivo des bactéries pour résister
aux phages suggere qu’il est possible d’anticiper des résistances et donc d’éviter de futurs échecs
thérapeutiques. Dans ce sens, il faut tirer profit des méthodes pour entrainer le phage afin de produire
in vitro des virus efficaces contre les résistants et proposer, si nécessaire, ce nouveau phage en thérapie
[224]. Sa combinaison avec le phage parental est également avancée pour prévenir 'émergence de ce
type de résistances [225,226]. Néanmoins, cette pratique semblerait promouvoir I'apparition de

résistances généralisées face aux phages rendant alors le traitement plus ardu [227].

Il faut aussi rappeler que I'observation de résistances lors d’études in vitro n’est pas suffisante pour
supposer leur émergence in vivo. Les risques d’impacter les aptitudes et la perte de virulence des souches
semblent, certaines fois, forcer ces derniéres a subir I'infection par le phage. Aucune résistance n’a été
observée suite au traitement de rats atteints d’endocardite aortique par un cocktail de 12 phages anti-
Pseudomonas, tandis que I'apparition de mutants résistants a ce cocktail a été constatée in vitro [218].
Ces résistants présentaient exclusivement des mutations dans les genes pilT et galU impliqués,
respectivement, dans la motilité des pili et la formation du lipopolysaccharide (LPS), composant important
de la paroi des bactéries Gram négatives [218]. En outre, ces éléments sont connus pour étre des facteurs
de virulence majeurs chez P. aeruginosa, leur mutation pouvant induire des défauts de virulence des

souches [228,229]. De fait, il ne fut pas surprenant de constater des capacités d’infection réduites de ces
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mutants, pouvant expliquer I'absence d’apparition de résistance dans un modéle animal infectieux malgré

une vitesse de croissance de ces mutants préservée in vitro.

En résumé, ces études suggéerent que la présence d’'un composant a la surface bactérienne jouant un
double role, a la fois en tant que récepteur pour le phage mais aussi en tant que facteur de virulence chez
la bactérie, va moduler, en fonction des risques encourus, I'acquisition de mutations. Dans ce sens,
I’absence d’émergence de résistance aux phages lors des diverses phagothérapies rapportées contre les
MNT laisse a penser que les mycobactériophages pourraient utiliser des composants de la paroi
mycobactérienne impliqués dans la pathogénicité. Afin d’identifier des récepteurs de
mycobactériophages et valider ou invalider cette hypothése, des travaux approfondis in vitro sont

nécessaires.
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Figure 27. Architecture mosaique des génomes de mycobactériophages et échanges horizontaux. Les
segments de génomes de cing mycobactériophages (Phrann, Corndog et Brujita) sont représentés et
montrent le partage de genes homologues par les liens en noir. Les génes sont illustrés sous formes de
carrés colorés et montrent un partage de génes uniques par paire de phages. Le nom du groupe auquel

est attribué le phage est mentionné entre parenthéses. D'apres Hatfull, 2018 [161].
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Figure 28. Organisation conservée du génome des mycobactériophages, exemple du phage Taheera. Les

geénes de structure se situent a I'extrémité gauche du génome phagique et sont transcrits vers la droite.

D’apres Hatfull, 2018 [161].
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Chapitre lll. La diversité des mycobactériophages

1. Diversité génomique des mycobactériophages

Afin d’approfondir les connaissances sur les mycobactériophages, plus de 4000 génomes ont été

séquencés et analysés (https://phagesdb.org). Les analyses ont montré une importante diversité

génomique marquée par des tailles de génome variables allant de 17,3 kpb (kilo paires de base) a 97,7 kpb
[230]. Un contenu irrégulier en guanine et cytosine variant de 51,4% a 71,4% a été mis en évidence [230].
Une certaine hétérogénéité dans leur diversité est a I'origine d’un classement en groupes ou « cluster »
et en sous-groupes [231]. Au sein d'un méme ensemble, ces phages doivent partager sur la totalité de
leur génome plus de 50% de similarités de séquences nucléotidiques [231,232]. Les phages ne répondant

pas a ces critéres sont référencés en tant que « singletons » sous leur propre nom [231,232].

D’apres les séquences étudiées, les mycobactériophages d’'un méme groupe présenteraient des
caractéristiques communes telles que la présence de systemes de régulation, la répétition de séquences
ou des génes codant I’acide ribonucléique de transfert (ARNt) [233—236]. Ces travaux contribuent a mieux
appréhender I’évolution des mycobactériophages au sein des groupes et ont permis de démontrer une
construction des génomes phagiques a partir d’échanges horizontaux, expliquant leur architecture en

mosaique (Figure 27.) [237-239].

Ce mosaicisme conserve néanmoins une organisation génétique globale commune a la majorité des

mycobactériophages, a I'exception d’une population minoritaire (Figure 28.) [161].

2. Variabilités morphologiques

Outre un regroupement génomique, les bactériophages peuvent également étre différenciés par leurs
morphologies [161]. Les mycobactériophages composant le groupe C, évoqués précédemment comme
une population minoritaire, se classent dans la famille des Myoviridae et se caractérisent par une queue
courte et contractile (Figure 29.). lls se distinguent du second type connu de mycobactériophages, les
Siphoviridae qui arborent une longue queue flexible et non-contractile (Figure 29.). A la différence
d’autres bactériophages spécifiques des actinobactéries telles que Streptomyces ou Arthrobacter, aucun
phage de la famille des Podoviridae (queue courte et non-contractile) n’a, a ce jour, été décrit contre les

mycobactéries [240,241]. L'inexistence apparente de cette famille laisse suggérer un blocage physique di
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Figure 29. Diversité morphologique chez les mycobactériophages. Les mycobactériophages se classent
en deux familles, celle des Myoviridae et celle des Siphoviridae, se distinguant par la structure de leur
queue. Les Myoviridae, tels que StephanieG ou ArcherS7, possedent une queue courte et contractile et
sont, chez les mycobactériophages, exclusivement classés dans le groupe C (mentionné entre
parenthése). A I'inverse, les Siphoviridae arborent une queue longue et non contractile et sont classés
dans divers ensembles (par exemple, AB et O pour les phages Muddy et Catdawg, respectivement). Les
mycobactériophages possedent des capsides ou tétes icosaédriques pouvant étre isométriques (Muddy)
ou allongées (Catdawg). Le pourcentage de GC dans les génomes des différents mycobactériophages est
mentionné dans le coin supérieur gauche des images et est compris entre 51 et 71% chez I'’ensemble des

mycobactériophages actuellement décrits. Microscopie électronique de https://phagesdb.org/.

Terminateur de queue

Protéine majeure

Tube de la queue
de la queue

Pointe de la queue

Figure 30. Structure de la queue des bactériophages de la famille des Siphoviridae. La queue des
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a la complexité de la paroi mycobactérienne plutot qu’a une évolution sélective des deux autres familles

[161].

a. Morphotypes et structure de la queue

La queue des bactériophages constitue un élément central dans les interactions avec leur hote et présente
une vaste diversité tant dans sa morphologie que dans son mode d’action. Au regard du peu d’études
portant sur la structure des mycobactériophages, la suite du manuscrit se concentrera exclusivement sur
la famille majoritaire, les Siphoviridae. La premiére structure détaillée d’'un mycobactériophage de cette
famille fut établie sur le phage lysogénique Araucaria actif contre des souches de M. abscessus subsp.

bolletii [242].

La queue des Siphoviridae se compose majoritairement d’'un empilement de protéines majeures de la
queue (33 protéines hexameériques pour le phage Araucaria) sur lesquelles se trouve, a I'extrémité
proximale, le terminateur (Figure 30.) [242]. L’assemblement de ces protéines forme le tube de la queue
au sein duquel est abrité la protéine vernier (« tape-measure protein »), connue pour contrdler la
longueur de la queue lors de I'étape d’assemblage (Figure 30.) [243—-245]. Ce tube va établir la liaison
entre la téte et la base ou pointe de la queue du phage composée de protéines mineures et servant a

I'interaction spécifique avec I’hote (Figure 30.) [243,246].

D’apres une reconstruction bioinformatique, la pointe de la queue du phage Araucaria a une structure en
forme d’entonnoir et présente six bulbes sur la partie la plus large (Figure 30.) [242]. Ces bulbes latéraux
correlent avec I’extension d’une partie de la protéine distale de la queue (Dit) du phage p2 présentant de
fortes similarités avec la protéine ORF70 du phage Araucaria (Figure 30.) [242,247]. La protéine Dit est
connue pour jouer un réle dans la liaison de la pointe de la queue avec le tube de la queue et, dans certains
cas, fournirait le site d’attachement des protéines de liaison au récepteur (RBP) [248]. Cette protéine
formerait avec la lysine associée a la queue (Tal) un complexe capable de s’ouvrir et de se fermer pour

laisser apparaitre un canal reliant I’extrémité du phage a la capside au travers du tube de la queue [247].

Certains phages, tels que le bactériophage p2, possédent au niveau de la pointe de la queue plusieurs
protéines de liaison au récepteur spécifiques de la reconnaissance et de I’'attachement de I'hote [247].
Toutefois, I'absence de ces protéines chez Araucaria montre |’existence d’autres protéines pouvant jouer

ce role afin d’activer I’éjection du génome bactérien (voir Chapitre lll. 3. b.) [242].
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Figure 30. Siphoviridae est formée de deux parties principales, la pointe et le tube. La longueur de la queue
est conférée par la protéine vernier (rose) autour de laquelle vont s’assembler les protéines majeures du
tube de la queue. Le terminateur de queue va s’ajouter a I'extrémité proximale tandis que I'extrémité
distale sera composée de la pointe de la queue. Cette derniere comprend des protéines mineures de la
queue et possede une forme d’entonnoir pour le mycobactériophage Araucaria. Au sein de la
représentation de la pointe de la queue du mycobactériophage Araucaria, le complexe Dit-Tal du phage
p2 a été intégré montrant une corrélation de I’extension d’une partie de la protéine (Dit) avec la présence

des protubérances. Encadré d'aprés Sassi et al., 2013 [242].

Protéines majeures
de la capside

Capside
4 Protéine portail .
Connecteur n @ Do G . .
téte-queue | - R ) Protéine portail

Adaptateur

Bouchon
téte-queue

\w@ Adaptateur
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Figure 31. Structure de la capside des bactériophages. La capside des phages a pour role de protéger le
génome emballé en son sein. Chez le mycobactériophage Araucaria, elle se compose de protéines
majeures de la capside pentamériques (rose) ou hexamériques (rouge) (zoom dans le cadre supérieur). La
capside est liée au connecteur téte-queue qui se compose de la protéine portail, de I'adaptateur ainsi que
du bouchon téte-queue (structure du connecteur du phage SPP1 a la droite du cadre inférieur, d’apres
Lhuillier et al., 2009). La structure du phage SPP1 semble s’intégrer parfaitement dans la reconstruction
du connecteur du mycobactériophage Araucaria (partie gauche du cadre inférieur, d’aprés Sassi et al.,

2013 [242].
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b. Structure de la capside

La capside, ou téte, a pour réle de contenir et protéger le génome a ADN double brin (ADNdb) des
mycobactériophages de maniére condensé, aucun mycobactériophage a ADN simple brin ou a acide
ribonucléique (ARN) n’ayant pour le moment été découvert [250,161]. Des travaux de caractérisation des
mycobactériophages ont mis en évidence une prédominance des phages a capside icosaédrique
isométrique avec un diamétre variable (entre 40 nm et 80 nm) et dépendant de la taille du génome (Figure
29.). Néanmoins, quelques mycobactériophages se distinguent en arborant une capside icosaédrique

allongée (Figure 29.) [161].

Ces capsides, malgré leur diversité, semblent présenter des compositions protéiques grandement

conservées chez les mycobactériophages (https://phagesdb.org). Pour exemple, 60 hexameéres et 11

pentameres de la protéine majeure de la capside organisés selon une symétrie T=7 constituent Ila
structure de la téte du phage Araucaria (Figure 31.) [242]. Cette structure est reliée a la queue par le
connecteur téte-queue composé de la protéine portail suivi de I'adaptateur téte-queue puis du bouchon
téte-queue organisés en couches d’anneaux juxtaposés (Figure 31.). Ce complexe sert non seulement a
I'intégrité du phage mais surtout a I’'emballage de 'ADN durant I’étape d’assemblage (protéine portail), a
maintenir I’ADN au sein de la capside (bouchon téte-queue) et a libérer ’ADN lors de I'infection (protéine

portail) [251-253,249].

3. Généralités des cycles de vie

Comme I'a décrit Félix d’Hérelle il y a plus d’un siécle, les bactériophages sont des virus obligatoires du
fait de leur dépendance a leur héte pour se répliquer selon deux cycles de vie principaux (cycle lytique ou
lysogénique) [139,143]. Au cours du cycle lytique de nouveaux virions sont produits et seront libérés de
la bactérie suite a une étape de lyse bactérienne [143]. En revanche, durant le cycle lysogénique le phage
va entrer dans un état de dormance stable pendant lequel ’ADN viral sera ou non intégré au sein du
génome bactérien et répliqué [254]. Ces virus peuvent également introduire de nouvelles fonctions ou
faciliter leur transfert par transduction et ainsi disséminer des génes de virulence ou de résistance [255].
Par la suite, le passage du cycle lysogénique au cycle lytique pourra étre provoqué par un signal afin
d’aboutir a la lyse bactérienne [199]. Une fois la bactérie lysée, les nouveaux phages produits pourront
réitérer un nouveau cycle infectieux. Bien que ce processus n’ait a ce jour jamais été décrit chez les
mycobactériophages, il est supposé que ces derniers suivent des cycles de vie similaires a ceux décrits

chez les bactériophages.
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Figure 32. Adhésion des bactériophages et initiation du cycle phagique, exemple du phage T5. Les
bactériophages interagissent avec leur héte via des récepteurs de surface. Certains bactériophages tels
que le phage T5 utilisent également un co-récepteur. Le phage T5 va tout d’abord interagir avec le
lipopolysaccharide (LPS) de maniére réversible grace a ses protéines composant les longues fibres de la
gueue. Cette interaction va faciliter le positionnement et la rencontre de la protéine mineure de la queue
avec la protéine FhuA, activant alors le processus d’éjection de I’ADN au travers de la membrane pour

rejoindre le cytoplasme bactérien.
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a. Premiere étape: I'adhésion

L'infection de la bactérie va débuter par une étape d’adhésion au cours de laquelle le phage va reconnaitre
son hoéte [256]. Celle-ci a pour but de faciliter le positionnement du phage a la surface de la bactérie en
vue d’y injecter son ADN , faisant suite a une série d’interactions avec un ou plusieurs récepteurs
bactériens [256]. Dans un premier temps, des collisions aléatoires vont entrainer I'interaction réversible
du phage via les protéines mineures de sa queue avec un premier récepteur (Figure 32.) [257,258,256].
Le virus va alors se lier a ce dernier et pouvoir s’en dissocier de maniére viable, restant ainsi proche de la
surface de la bactérie pour faciliter le contact avec un second récepteur (Figure 32.) [259]. Ces points
d’interaction sont de nature tres diverses, allant de séquences peptidiques a des motifs
polysaccharidiques [260,261,258]. Le phage T5, par exemple, va interagir de fagon réversible avec le LPS
de la bactérie E. coli via ses longues fibres de la queue pour ensuite se lier irréversiblement a la protéine
FhuA grace a une des protéines de sa queue [262,263]. De fait, le couple protéine du phage/récepteur de
I’h6te impliqué dans l'interaction réversible peut grandement différer de celui engagé dans la liaison
irréversible du méme hoéte [264]. Des variabilités dans le mécanisme d’action du phage peuvent étre
rencontrées en fonction de la structure de sa queue et du nombre de protéines servant a son interaction
avec I’h6te [247,265]. Enfin, ces liaisons, et plus spécifiquement celle avec le second récepteur, vont régir
I’activation du phage et I’éjection de son génome au sein du cytoplasme de I’h6te débutant alors le cycle
de réplication virale (Figure 32.) [258]. Néanmoins, ce processus peut étre limité en raison du faible

nombre de récepteurs secondaires actifs rendant la liaison et donc I’activation du phage complexe [266].

Ce mécanisme multi-étapes bien connu pour les bactériophages, tels les phages de Lactococcus lactis
subsp. lactis ou le phage SPP1, pourrait étre transposable aux mycobactériophages mais reste a étre
démontré [267,268,242]. En effet, seulement quelques trés rares récepteurs de mycobactériophages ont
été identifiés, tels les GPL utilisés par le mycobactériophage 13 chez M. smegmatis [269]. De plus, le
séquencage du génome de nombreux mycobactériophages a révélé la présence de domaines additionnels
au sein de la protéine vernier, similaires a ceux impliqués chez d’autres bactériophages dans la production
d’enzymes dégradant le peptidoglycane [270]. Ces enzymes serviraient a frayer un chemin au travers de
la paroi bactérienne lors de I'éjection de I’ADN viral pour faciliter I’accés au cytoplasme de la bactérie

[271,272].
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Figure 33. Mécanisme d’éjection de I'acide désoxyribonucléique par le phage T5. La liaison irréversible
du phage T5 a la bactérie va induire un changement conformationnel de la queue du phage (A. a D.)
induisant un signal, probablement au travers de la protéine vernier, et libérer cette derniére (E.) qui, pour
le phage T5, va perforer la membrane bactérienne et permettre a I’acide désoxyribonucléique (ADN) viral

d’atteindre le cytoplasme. Encadré d’apres Linares et al. 2023 [273].
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b. Ejection du génome phagique

L’éjection de I’ADN du phage est un mécanisme complexe encore partiellement compris. Des études par
cryo-EM (cryomicroscopie électronique) menées sur les phages T5 ou 80a de la famille des Siphoviridae
ont mis en évidence des ressemblances et différences de structure avant et aprés éjection de I’ADN
permettant de suggérer un mécanisme d’action pour ces phages [248,274]. Suite a I'interaction spécifique
et irréversible du phage avec I'hGte, sa queue va subir un changement conformationnel (phage
dépendant) induisant la propagation d’un signal et ainsi la libération de I’ADN viral (Figure 33.) [273,275].
D’apres I'absence de mouvement du tube de la queue du phage T5, une hypothése fut proposée selon
laquelle la transmission de ce signal se ferait grace a la protéine vernier. Cette protéine serait parfaitement
adaptée a ce processus d’apres sa localisation centrale et établirait la liaison entre la capside et la pointe

de la queue [274].

Ainsi, le changement conformationnel (Figure 33.) généré par I'interaction de certains phages avec leur
hote engendrerait la libération de cette protéine qui perforerait alors la paroi bactérienne afin de faciliter
le passage de ’ADN (Figure 33.) [273]. D’autres bactériophages libéreraient également des enzymes afin
de dégrader des composants de la paroi et adresseraient ainsi leur ADN au cytoplasme bactérien [242].
Finalement, le signal préalablement émis induirait I'ouverture du connecteur téte-queue autorisant le
transfert de I’ADN depuis la capside jusqu’a la bactérie [276]. Bien que ce mécanisme soit encore peu
décrit, différents modeéles quant aux forces permettant a ’ADN d’étre éjecté sont a ce jour proposés [277].
Les caractéristiques moléculaires de la queue pourraient contribuer a potentialiser la vitesse de sortie de
I’ADN une fois que I'impulsion initiale provoquée par la pression au sein de la capside commence a

s’estomper [278].

c. Intégration ou production des protéines du phage et assemblage

Une fois I’ADN viral éjecté, différents mécanismes vont intervenir et pouvoir dicter la suite du cycle de vie
du phage. Lors de cette étape, les phages dits tempérés vont pouvoir entrer soit dans un cycle lysogénique

et se répliquer passivement, soit dans un cycle lytique et produire de nouveaux phages actifs [143].

i. Intégration du génome phagique et entrée dans le cycle lysogénique

L’entrée ou non dans un cycle lysogénique va dépendre de divers paramétres tels que la compatibilité

génétique (présence de sites d’intégration) ou I’état physiologique de I’h6te [279]. Un phage tempéré
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répondant aux différents criteres suivra les trois étapes clés composant le cycle lysogénique [280]. Tout
d’abord, 'ADN viral va étre intégré ou non au sein de sites spécifiques ou de maniere aléatoire
[281,254,282]. Les prophages non-intégrés ou extrachromosomiques possedent des génes spécifiques
leur permettant de persister au sein de I’h6te et de se répliquer [283]. Pour les prophages intégrés, des
enzymes, telles que les intégrases (a tyrosine ou a sérine) chez les mycobactériophages, vont insérer le
génome phagique par un site d’attachement attP au niveau d’un site d’attachement de la bactérie (attB)

formant les sites attL et attR [254,284].

Les systemes d’intégration des bactériophages tels que celui du phage A ont largement été étudiés et leur
mécanisme d’action décrits [285,286]. Néanmoins, I'alignement du génome du phage A avec ceux de
mycobactériophages a mis en lumiéere I'absence d’'un domaine de liaison de type bras des intégrases chez
ces derniers et démontre ainsi une organisation atypique pour ces mycobactériophages [199]. Cette
absence entraine des interrogations sur la fagon dont le prophage est intégré dans un sens défini

[287,199].

Par la suite, le prophage sera maintenu dans un état de dormance au cours duquel il sera passivement
répliqué en tant que partie du génome bactérien [254]. Ce processus correspond a la seconde étape du
cycle lysogénique, majoritairement contrdlée par deux composants: le répresseur qui promeut la
lysogénie et la protéine Cro, responsable de la croissance selon un cycle lytique [288]. Lors de I'infection,
les promoteurs Pr et Prep vont étre tous deux activés provoquant la synthese des protéines Cro, de
I'intégrase et du répresseur [199]. La stabilité de I'intégrase va étre déterminante pour la poursuite du
cycle. En effet, I'activité élevée de cette protéine va induire I'intégration du génome dans celui de I'hote
ainsi que la production de la forme active du répresseur abrogeant celle des protéines Cro [199]. D’un
point de vue structurel, les répresseurs encodés par des mycobactériophages et ceux produits par le
phage A sont fortement similaires mais semblent présenter des divergences fonctionnelles [289]. Les
répresseurs des mycobactériophages se lieraient a des opérateurs multiples asymétriques contrairement

a des opérateurs symétriques chez le phage A [231].

L’expression insuffisante de I'intégrase active va provoquer le passage du cycle lysogénique au cycle
lytique en raison de I'accumulation des protéines Cro et de I’arrét de la synthese du répresseur [199]. Le
prophage va alors pouvoir étre excisé, spontanément ou suite a des événements tels qu’un stress
extérieur (modifications dans les nutriments, du pH ou de la température) ou une exposition a certaines
substances (antibiotiques, péroxide d’hydrogeéne, agents endommageant I’ADN, etc.) [292-294]. la
libération du prophage va provoquer I'entrée dans un cycle lytique et ainsi induire la production de

nouveaux phages actifs [143].
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Figure 34. Assemblage des bactériophages. Des copies de |la protéine d’échafaudage vont servir, avec la
protéine portail, de base a la formation de la procapside. La terminase est ensuite recrutée pour
permettre I'entrée de I'acide désoxyribonucléique (ADN) simultanément ou suite a la sortie des copies de
la protéine d’échafaudage initiant la maturation de la procapside et les modifications structurales. Une
fois le génome emballé, la terminase va se dissocier et la capside mature va pouvoir étre assemblée a la
gueue. La formation de la queue débute par I'assemblage de sa pointe de la queue avec la protéine
vernier. Des protéines chaperons vont ensuite venir se lier a la protéine vernier pour ajouter les unités de
la protéine majeure de la queue. Pour finir, le terminateur va étre associé au-dessus du tube de la queue
ainsi formé. L’assemblage est achevé par la liaison de la capside a la queue. Adapté de Steven et al., 2005;

Xuetal., 2014 [290,291] .
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ii. Réplication du génome viral

Suite a I’éjection de I’ADN par le phage lytique ou a la libération d’un prophage, les machineries de I'h6te
et du phage vont étre mises a profit afin de répliquer le génome viral au sein de la bactérie [295]. La
diversité des mécanismes proposés et spécifiques a chaque phage démontre I'absence d’un processus

général [295].

Certains phages, tels que le phage ¢29, sont constitués de protéines permettant de déstabiliser
I'extrémité de leur ADNdb et ainsi d’initier le processus de réplication de I’ADN par un complexe
comprenant I’ADN polymérase du phage [296,297]. D’autres phages, tels que le phage T7, ont besoin de
I’ARN polymérase de la bactérie pour débuter leur réplication et transcrire leur ADN en ARN messager
(ARNm) [298]. La traduction de cet ARNm précoce va notamment induire la production de I’ARN
polymérase du phage (gpl pour le phage T7) [299,300]. Enfin, cette ARN polymérase va servir a la
transcription de génes nécessaires dans la réplication de son ADN, tels ceux de I’ADN ligase gp1.3, de
I’hélicase gp4 ou encore de I’exonucléase gp6 pour le phage T7 [301,302]. D’autres mécanismes plus ou
moins complexes sont a ce jour connus et permettent une réplication de I’ADN du phage, suivie de I’étape

de production des protéines constituant sa structure.

Concernant les mycobactériophages, le processus de réplication du génome n’a a ce jour pas été détaillé.
Certains d’entre eux semblent posséder des génes codant pour des ADN polymérases bien qu’il n’ait pour
le moment pas été démontré qu’elles soient essentielles a la réplication du phage [303]. A l'inverse,
plusieurs mycobactériophages n’encodent pas leur propre ADN polymérase suggérant, dans ce cas,

Iutilisation de celles produites par I’"h6te [303].

iii. Assemblage des protéines du phage

Une fois le génome répliqué, les protéines composant le phage vont étre produites puis assemblées
(Figure 34.). Ce dernier processus va suivre quatre étapes distinctes et débuter avec la formation de la
procapside a partir d’'un complexe formé par la protéine portail et la protéine d’échafaudage (Figure 34.)
[304]. Ce complexe va servir de noyau autour duquel les protéines de la capside vont copolymériser avec
la protéine d’échafaudage (Figure 34.) [304,305]. Bien qu’a ce stade la forme icosaédrique connue de la
capside ne soit pas observable, des études ont montré que I'absence de la protéine d’échafaudage

générerait des structures aberrantes de la capside [306—-308].
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Figure 35. Lyse mycobactérienne par les enzymes du phage. Afin de rejoindre I’environnement extérieur,

les mycobactériophages vont devoir déstructurer la paroi de leur hote. Des holines, produites par le

phage, vont perméabiliser la membrane plasmique de la bactérie pour autoriser le passage des

endolysines, enzymes responsables du clivage de divers composants de la paroi. Dans un premier temps,

différentes liaisons du peptidoglycane peuvent étre hydrolysées par I'endolysine A (LysA) (liaisons

signalées par des numéros dans I’'encadré A ; (1) liaison 1,4-f entre I'acide N-acétylamuramique (MurNAc)

et le N-acétylglucosamine (GIcNAc), (2) liaison N-acétylmuramoyl-L- alanine entre le squelette glucidique
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Dans un second temps et faisant suite a I’assemblage de la procapside, I’ADN va étre emballé en passant
au travers de la protéine portail grace a la terminase permettant sa translocation (Figure 34.) [251,309].
Préalablement ou au cours de ce processus, la protéine d’échafaudage va sortir de la procapside ou alors
étre clivée par une protéase codée par le phage (Figure 34.). Ce mécanisme, combiné a 'emballage du
génome du phage, va initier la maturation de la procapside. Dés lors, des modifications structurelles vont
induire un agrandissement de la téte, la formation d’angles et une structure plus stable (Figure 34.)
[310,311]. Une fois ’ADN emballé, la terminase va se dissocier pour laisser place a I'assemblage de la

capside avec la queue (Figure 34.) [201,251].

En paralléle, la queue va étre assemblée avec pour premiere étape la formation de I'appareil d’adsorption
(Figure 34.) [312]. Les protéines vernier, Dit et Tal vont former un complexe initiateur [313]. Par la suite,
des protéines chaperons vont se lier a la protéine vernier servant d’échafaudage pour I'ajout des sous-
unités majeures de la queue [244,314]. Les copies de la protéine majeure vont constituer un cylindre
auquel va finalement se lier le terminateur de queue, arrétant ainsi I’assemblage (Figure 34.) [315]. Pour
finir, la queue préformée va se lier a la capside cléturant alors le processus d’assemblage (Figure 34.)

[279].

d. Lyse mycobactérienne

Les nouveaux phages produits suite a I'étape d’assemblage vont devoir s’échapper de la bactérie les
enfermant afin d’entrer dans un nouveau cycle réplicatif. Pour ce faire, les bactériophages emploient un
systeme holines-endolysines pour lyser la paroi bactérienne [316,317]. Les holines servant a perméabiliser
la membrane plasmique vont permettre aux endolysines d’accéder a leur substrat (Figure 35.) [316].
Néanmoins, en raison de la paroi complexe des mycobactéries (voir Chapitrel. 4.a.), certains
mycobactériophages ont besoin de I'action de deux types d’endolysines pour lyser la bactérie [318]. Les
protéines LysA, conservées chez la globalité des bactériophages, sont composées de combinaisons de
motifs amidase, glycosidase et peptidase et sont supposées hydrolyser le peptidoglycane (Figure 35.)
[232,318,196]. Les protéines LysB, spécifiques des mycobactériophages, sont des estérases impliquées
dans le clivage de la liaison ester entre I'arabinogalactane et les acides mycoliques, essentiels a la survie
des mycobactéries (Figure 35.) [318,320,321]. L’action combinée de ces enzymes permet la libération des
mycobactériophages nouvellement produits dans I’environnement et laisse envisager leur utilisation en

tant qu’agent thérapeutique. En effet, I'efficacité de LysB du mycobactériophage D29 a été démontrée
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Figure 35. et les réticulations peptidiques, (3) liaison interpeptidique L-Ala-D-Glu, (4) liaison 4> 3 entre le
D-Glu et m-DAP, (5) liaison interpeptidique 4->3 D-Ala-m-DAP, (6) liaison interpeptidique 3->3 m-DAP-m-
DAP). Cette désorganisation du peptidoglycane va permettre le passage de I’'endolysine B (LysB), capable
d’hydrolyser la liaison ester liant les acides mycoliques aux motifs D-arabinofuranosyls terminaux de
I’arabinogalactane. L-Ala, L- alanine ; m-DAP, acide méso-diaminopimélique ; D-Glu, D-glutamate, D-Ala,
D-alanine. Encadré A adapté de K. M. Payne et Hatfull, 2012 représentant le peptidoglycane de
M. tuberculosis et encadré B adapté de K. Payne et al., 2009 [319,320].
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in vitro et in vivo lors d’'une infection par M. abscessus chez la souris. Cette protéine également efficace

sur les souches S pourrait représenter une nouvelle alternative thérapeutique pour ces infections [322].

4. Mécanismes de résistance contre les mycobactériophages

Au cours du cycle de multiplication phagique, les diverses interactions entre le phage et sa bactérie hote
vont permettre aux deux partenaires de développer une pléthore de mécanismes de résistance destinés
a favoriser la survie bactérienne ou la survie phagique. Néanmoins, ces processus peuvent avoir un co(t
pour la bactérie se retrouvant dans I'incapacité d’encoder la totalité des mécanismes de défense [323].
Par conséquent, le recours a des transferts de genes horizontaux, par exemple, va permettre un partage
des mécanismes acquis entre des souches parentes [154]. Phages et bactéries développent de
nombreuses stratégies assurant leur survie dont certaines ont été décrites chez les mycobactériophages

ou les mycobactéries.

a. Inhibition des étapes précoces de I'infection

i. Prévenir 'adhésion

Le pathogene opportuniste, M. abscessus, existe sous deux morphotypes distinguables par la présence ou
non a leur surface de lipides, les GPL (voir Chapitre I. 4. c.) [117]. Hormis la virulence des souches, ces
morphotypes semblent également s’opposer aux mycobactériophages par leur susceptibilité (voir
Chapitre Il. 3. c.) [158]. Dedrick et al. ont évalué I'activitié de différents mycobactériophages sur quatre
isolats cliniques, présentant chacun les deux morphotypes [158]. Leur analyse a démontré une activité
lytique des phages exclusivement dirigée contre les souches R et suggere que les GPL produits par les
souches S seraient responsables de la résistance observée, par exemple, en masquant les récepteurs
impliqués dans I'adhésion phagique [158]. Toutefois, cette hypothése ne permet pas d’expliquer
I'incapacité des mycobactériophages Faithl et Itos a lyser les isolats cliniques S en dépit d’une infection
efficace [158]. Dans ce sens, des études approfondies doivent étre menées afin de mieux appréhender

ces phénomenes et d’élargir le champ d’action des phages a visée thérapeutique.

D’autres mécanismes de résistance contre des mycobactériophages thérapeutiques ont été rapportés
chez des isolats cliniques de M. abscessus et nécessitent une attention particuliere. L'incubation in vitro
de souches cliniques avec des mycobactériophages a conduita I’émergence de résistances via I’acquisition

de mutations spontanées au sein de genes codants pour des protéines impliquées dans la synthése
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Figure 36. Mécanismes de résistance de la surinfection chez les mycobactéries. A. Lors de I'infection par
le phage Che9c d’une souche lysogénique enfermant le prophage Charlie, la protéine transmembranaire
gp32, produite par Charlie, va inhiber I’éjection du génome par Che9c. B. L’interaction de gp52, produite
par Fruitloop, avec la protéine mycobactérienne Wag31 induirait de fagon encore incomprise une
résistance aux phages du sous-ensemble B2 en inhibant I'entrée de leur génome. C. L'immunité phagique,
conférée par des répresseurs homologues, chaperonne un mécanisme encore non-décrit chez les
mycobactériophages inhibant la réplication des phages lytiques. D. (1) Le phage lysogénique Sbash
produit la protéine membranaire gp31, alors inactive en tant que canal ionique, et la protéine gp30.

(2 et 3) Suite a I'infection par le phage Crossroads, les protéines gp132 et gp141 de ce dernier vont agir
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lipidique : la Mps1 participant a la synthése des GPL et la Pks connue pour intervenir dans la synthése des
DAT et des TPP (voir Chapitre I. 4.b. et c.) [117,107,158]. Ces mutations furent proposées comme étant a
I'origine d’une altération de la composition de la paroi et pourraient, par conséquent, modifier le

processus d’interaction des phages avec la bactérie [158].

ii. Systémes d’exclusion de la surinfection

Suite a I'adhésion, le génome du phage doit pénétrer au sein de la bactérie pour permettre la réplication
virale (voir Chapitre lll. 3.). A ce stade précoce de I'infection, des mécanismes de défense ciblant la surface
bactérienne peuvent étre mis en place afin d’inhiber la translocation du génome viral au sein du
cytoplasme [324]. Ces mécanismes, développés par les phages contre leurs congéneéres, servent autant a
protéger I’hote bactérien que les prophages résidents contre I'infection par un phage tiers. Les prophages
sont connus pour avoir une influence sur la bactérie héte [325]. Bien que I’expression de la majorité des
geénes soit réprimée au cours de la lysogénie, les génes de prophages mycobactériens situés entre ceux
codant pour l'intégrase et ceux codant pour la lyse ont été démontrés pour étre exprimés [326]. Par
conséquent, I'expression de ces génes va aboutir a la production de protéines responsables de
mécanismes de résistance tels que les systémes d’exclusion de la surinfection [327]. Ainsi, les prophages,
en codant des protéines capables de s’ancrer a la membrane ou aptes a interagir avec des protéines liées

a celle-ci, vont bloquer I'injection de I’ADN par le phage lytique [328,329].

Ce processus, décrit chez les bactériophages, semble également étre utilisé par des mycobactériophages
tels que Charlie (Figure 36.A.) [326]. Ce dernier code pour une protéine (gp32) qui serait localisée a la
membrane bactérienne grace a son domaine transmembranaire putatif [326]. Elle confererait a Charlie
une résistance hétérotypique (c’est-a-dire contre des phages non apparentés) spécifique du phage Che9c

en inhibant I’éjection de son ADN au travers de la membrane bactérienne [326].

Le prophage Fruitloop encode une protéine capable de se lier directement a la protéine Wag31,
notamment connue pour réguler la biosynthése du peptidoglycane aux poles en croissance et ainsi la
croissance mycobactérienne (Figure 36.B.) [330-332]. Cette liaison induisant I'inactivation de la protéine
essentielle Wag31 bloquerait I'action de différents phages utilisant cette derniere dans leur processus
d’infection (Figure 36.B.) [330]. L'inaction de cette protéine serait responsable de I'inhibition spécifique
de I’entrée du génome des phages du sous-ensemble génomique B2, bien que ce mécanisme puisse ne

pas leur étre exclusif [330].L’appartenance de ces phages a un sous-ensemble distinct de celui de Fruitloop
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Figure 36. avec gp30, de facon directe ou indirecte, afin d’activer le canal. A ce jour, aucune étude ne
permet de dire si les protéines gp30 et gp31 interagissent a I’état actif ou inactif. (4) Cette activation
entraine une perte du potentiel membranaire, I'interruption de la synthése de macromolécules et une
diminution de la viabilité de la bactérie. E. Le phage lysogénique Phrann code pour un systéme toxine-
antitoxine permettant de résister a la surinfection de certains phages. La protéine gp29, une potentielle
(p)ppGpp synthétase produite par Phrann, est gardée inactive par gp30 via un mécanisme non-
décortiqué. Ll'infection par un phage lytique va induire un mécanisme de défense médié par gp29,
potentiellement causé par sa dissociation de gp30 qui induirait une accumulation de (p)ppGpp et ainsi
I’arrét de la croissance bactérienne. Néanmoins, le phage Tweety a montré des capacités a contrer cette
défense grace a la production de la protéine gp54 qui pourrait empécher la dissociation et ainsil’activation
de la synthése de (p)ppGpp. Lors d’étapes précoces d’expression génique, la bactérie va montrer une
résistance a Tweety qui sera par la suite abrogée. Adapté de Dedrick et al., 2017; Ko et Hatfull, 2018;
Gentile et al., 2019 [326,330,333].
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suggere une exclusion de la surinfection hétérotypique ainsi qu’une dépendance partagée a I'égard de
Wag31 lors de leur cycle infectieux [330]. L'inhibition de I'interaction du phage avec son hbte peut étre
médiée par divers mécanismes [327] et semble étre une cible de choix pour la bactérie ou les prophages
afin d’empécher l'intrusion d’un phage lytique. Ces mécanismes, concernant généralement la paroi
bactérienne, risquent d’entrainer des pertes d’aptitude (« fitness ») de la bactérie pouvant lui étre
délétere ou de modifier sa virulence. L'inhibition d’étapes plus tardives du cycle phagique telles que la
réplication du génome viral ou I'assemblage va offrir d’autres opportunités a la bactérie ou aux prophages

pour éviter leur destruction massive.

b. Inhibition de la réplication virale

i. Acquisition de mutations dans les genes de I’hote

Comme nous I'avons vu précédemment (voir Chapitre lll. 3. c. ii.), les bactériophages et, potentiellement,
les mycobactériophages utilisent la machinerie de I’héte au cours de leur cycle de vie afin de se répliquer.
La bactérie peut donc tourner ce processus a son avantage en résistant a de nombreux phages par des

mutations au sein de génes non essentiels pour sa survie [158,334].

La délétion de la protéine associée aux nucléoides Lsr2 dans la souche de référence de M. smegmatis
semble altérer la réplication de I’ADN du phage et conduire a une propagation virale déficiente [329].
Cette protéine, conservée chez les mycobactéries [335] et essentielle chez M. tuberculosis [336], est
notamment connue pour protéger physiqguement I’ADN bactérien et établir des liaisons entre différents
segments d’ADN [337,338]. Lsr2 est aussi un régulateur transcriptionnel principal de plusieurs génes
acquis par des transferts horizontaux de génes chez M. tuberculosis ou impliqués dans la biosynthése de
la paroi, sa délétion dans une souche de M. smegmatis ayant induit des modifications morphologiques
[339,337,340]. Elle participe également a I'organisation et au maintien des systéemes de réplication de

I’ADN de I’hGte et pourrait étre impliquée dans I'organisation des zones de réplication des phages [329].

De maniere intéressante, de nombreux mycobactériophages présentent au sein de leur génome des
homologues de Lsr2 [238,341] laissant penser que les phages peuvent contrer la résistance des souches
avec la protéine qu’ils produisent [334]. Néanmoins, ces protéines ne semblent pas compenser I'absence
de la protéine de I’hbte et pourraient plutét étre impliquées dans la compétition entre les phages lors de
surinfections, bien que ce postulat nécessite d’étre démontré [334]. Cette résistance, constatée contre

plusieurs mycobactériophages, présente de faibles chances d’étre rencontrée chez un patient au vu du
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caractere essentiel de Lsr2 chez M. tuberculosis et de son implication dans la virulence de M. abscessus
[342]. D’autres genes conférant des résistances contre des mycobactériophages ont pu étre identifiés
suite a I'acquisition spontanée de mutations par des isolats cliniques. Ces derniers nécessitent une
attention particuliere afin d’évaluer les risques encourus dans le cadre de la thérapie phagique. L’analyse
de ces mutants spontanés générés in vitro a montré la présence de mutations dans des génes codants
pour une hélicase présumée, UvrD2, ainsi que pour RpoZ, une sous-unité oméga d’'une ARN polymérase
[158]. Bien que le mécanisme de résistance n’ait pas été décrit, il est probable que ces protéines soient
utilisées lors du cycle de vie du phage et demandent des études approfondies pour mieux comprendre

leur implication dans le processus de réplication des mycobactériophages [158].

ii. Immunité des bactériophages

Au cours du cycle lysogénique, les prophages codent pour des répresseurs nécessaires au maintien de cet
état [285]. Néanmoins, les souches lysogénes (contenant un prophage) peuvent toujours étre la cible
d’infections par des phages plus ou moins apparentés a celui déja intégré. Lors de fortes homologies, le
répresseur exprimé par le prophage résident va pouvoir se lier au génome éjecté par un phage lytique
(voir Chapitre IllI. 3. b.). Par ce biais, le prophage va arréter le cycle de réplication du phage infectant et

promouvoir la survie bactérienne grace a I'immunité phagique (Figure 36. C.) [324].

A ce titre, I’'ensemble N des mycobactériophages regrouperait des phages tempérés et dits homoimmuns
en raison des fortes similarités protéiques de leurs répresseurs (plus de 80% d’identité des acides-aminés)
[326]. Le répresseur du mycobactériophage Charlie, exprimé dans une souche de M. smegmatis, a permis
de démontrer cette immunité contre la surinfection sans pour autant décrire le mécanisme impliqué

(Figure 36. C.) [326].

iii. Systemes d’interruption de I'infection

Contrairement aux mécanismes de résistance qui ont pour but d’inhiber la surinfection lors des étapes
précoces, les systémes d’interruption de I'infection vont permettre de résister a I'attaque phagique par la
mort bactérienne [324]. Ce systeme peut, en théorie, étre rencontré a n’importe quelle étape de
I'infection et correspond au sacrifice de la bactérie, qualifié de suicide altruiste, pour sauver sa
communauté en éliminant le phage infectieux et empécher sa dissémination a I'ensemble de la

population.

Un des premiers systémes de ce type fut décrit chez le prophage A lors de I'infection de son héte par le
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phage T4 [343]. Suite a la détection de I’ADN du phage lytique par la protéine RexA, le canal ionique RexB

serait activé et induirait la dépolarisation membranaire aboutissant a la mort bactérienne [343].

Un mécanisme similaire semble étre adopté par le mycobactériophage Sbash bien qu’il fut montré que ce
dernier n’utiliserait pas le génome viral comme activateur mais deux protéines (gp132 et gp141) encodées
par le phage Crossroads venant infecter I’hote (Figure 36.D.) [333]. Il est envisagé que les protéines de
Crossroads interagissent directement avec gp30, protéine cytosolique, afin de stimuler I’activité du canal
ionique gp31. Néanmoins, il n’est actuellement pas décrit si les protéines gp30 et gp31 interagissent a
I’état actif ou inactif, laissant une ombre sur le mécanisme chaperonnant cette activation [333]. Ce
processus aboutit a la mort bactérienne et, par conséquent, a I'interruption de l'infection. Il semble
toutefois spécifique de I'infection par le phage Crossroads, aucun phage apparenté a Crossroads n’ayant

pour le moment montré de déficience d’infection causée par ce mécanisme [333].

Similairement au phage Sbash, le prophage Butters encoderait une protéine cytoplasmique gp30 retenue
par une protéine transmembranaire gp31 intégrée dans la membrane interne [344]. Lors de I'infection de
la souche par un phage hétérotypique spécifique, gp30 serait libérée du complexe et exercerait une
activité antiphage. Malgré des similarités structurelles faibles entre ce systéme et le systeme
d’interruption de I'infection RexAB du phage A, leurs mécanismes d’action semblent analogues [343,344].
De plus, gp30 et gp31 présentent des orthologues chez les Actinobactéries et notamment chez des
souches cliniques confortant un systeme a deux composants qui serait répandu chez divers isolats

bactériens.

Un second mécanisme induisant la mort cellulaire des mycobactéries fut décrit chez le
mycobactériophage Phrann [326]. Celui-ci code pour un systéme toxine-antitoxine pour lequel un
déséquilibre peutinduire I'arrét de la croissance bactérienne (Figure 36.E.) [326,345].Le prophage Phrann
va produire activement la protéine gp29 codant pour une (p)ppGpp synthétase et la protéine gp30 qui
serviraita réguler I'action de gp29, une interaction directe étant suggérée (Figure 36.E.) [326]. Cependant,
I'infection par un phage tiers va induire un mécanisme de dissociation induisant I'inhibition de Ia
croissance cellulaire tout en bloquant la réplication phagique [326]. Certains phages, tels que le
mycobactériophage Tweety, sont confrontés a cette résistance durant I'expression des génes lytiques
précoces. Toutefois, Tweety semble ensuite contourner cette résistance en synthétisant une protéine

empéchant la dissociation de la toxine a I’antitoxine (Figure 36.E.) [326].

En résumé, la bactérie tout comme les phages ont développé de nombreux mécanismes de résistance
décrits chez les bactériophages dont certains n’ont pour le moment pas été décrits pour les phages

spécifiques des mycobactéries. Différents processus de défense semblent médiés par les prophages
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(prévenir I'adsorption, prévenir la réplication, systéme d’infection avorté, etc.) pour protéger des
surinfections [326]. Toutefois, le manque de connaissance sur les résistances induites directement par la
bactérie et pouvant, selon des travaux menés sur une souche d’A. baumannii [190], étre prédites, doivent
faire I'objet d’une attention particuliere afin d’éviter leur émergence chez des patients traités par

phagothérapie et également élargir la panoplie de mycobactériophages a disposition du clinicien.
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Découverte par Moore et Frerichs en 1953, M. abscessus apparait a ce jour comme un pathogene
émergent responsable d’infections pulmonaires ou extra-pulmonaires sévéres. Cette MNT fréquemment
isolée d’expectorations de patients atteints de mucoviscidose peut provoquer un important déclin des
fonctions respiratoires. Les infections qu’elle occasionne représentent une contre-indication aux
transplantations pulmonaires et sont, en présence de co-morbidités, d’une complexité rare a traiter en
raison de la multirésistance aux antibiotiques des souches. A ce jour, le traitement de ces infections se
heurte a un important taux d’échec dénongant le besoin de développer un arsenal thérapeutique plus

performant dans le but de les éradiquer.

La combinaison d’une antibiothérapie avec une phagothérapie offre une alternative prometteuse pour
contrer les infections mycobactériennes en échec thérapeutique et, plus particulierement, les infections
au pathogéne opportuniste M. abscessus. Ce traitement phagique, proposé par Félix d’'Hérelle en 1919, a
fait I'objet d’un regain d’attention au cours des derniéres années et exploite la capacité de ces virus a lyser
la bactérie hote. Toutefois, 'ultra-spécificité des phages vis-a-vis du pathogene exige la personnalisation
du traitement ne pouvant, par conséquent, étre proposé qu’a des cas isolés. Cette stratégie a permis, au
cours des quatre derniéres années, d’améliorer I'état de santé global de 11 patients infectés par une
mycobactérie, bien que le traitement de neuf autres patients ait rencontré des limites entravant son

efficacité.

Parmi celles-ci, I'existence de deux morphotypes, désignés S et R et divergents, respectivement, par la
présence ou I'absence de GPL a leur surface semble représenter un frein a la phagothérapie contre
M. abscessus. D’apres les travaux menés par Dedrick et al. en 2021, les souches arborant un morphotype
R, connues pour étre plus virulentes que les souches S dont elles dérivent, représenteraient 60% des
souches isolées lors d’infections a M. abscessus et seraient, pour 80% d’entre elles, sensibles a au moins
un mycobactériophage thérapeutique. En revanche selon cette méme étude, le variant S, caractéristique
des infections chroniques, reste une menace importante puisqu’il représenterait 40% des isolats cliniques,
pour lesquels aucun phage a ce jour isolé n’a montré d’efficacité lytique. La spécificité des phages vis-a-
vis des souches R suggére un rdle (direct ou indirect) de ce lipide de surface (GPL) dans le mécanisme

d’action des phages qu’il sera nécessaire de décrypter.

Un second type de lipide de surface, les TPP, dont la fonction biologique est encore inconnue, parait
également contribuer a la spécificité de certains phages pour les souches R de M. abscessus. Plusieurs
souches cliniques ont démontré, lors d’expériences in vitro, une résistance au mycobactériophage
thérapeutique BPsA33HTH_HRM10 suite a I'acquisition de mutations dans un géne codant pour une Pks

impliquée dans la synthése des TPP. Cette mutation, potentiellement a I’origine de modifications de la
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surface bactérienne, préviendrait I'action du phage par un mécanisme restant a déterminer et pourrait

étre responsable d’échecs thérapeutiques.

Au vu de la capacité potentielle de M. abscessus a modifier la composition de sa paroi pour contrer les
infections phagiques, mes travaux de thése ont eu pour but d’évaluer I'importance et le role de ces lipides
de surface, non-essentiels pour la croissance bactérienne, dans les interactions entre des

mycobactériophages et M. abscessus. Les objectifs de mes travaux se déclinent en deux axes principaux :

Axe 1. Evaluer le réle des polyphléates de tréhalose dans les interactions de M. abscessus avec le
mycobactériophage BPsA33HTH_HRM10 et plus précisément dans les étapes précoces du cycle

infectieux afin d'identifier un récepteur potentiel des mycobactériophages.

Plus particulierement, nous avons souhaité :

= Etudier I'implication directe ou indirecte des TPP dans le processus infectieux du phage, en
tant que récepteur potentiel.

= Attribuer un premier role biologique a ce lipide de surface.

= Décrypter et évaluer, pour la premiere fois, I'importance d’un mécanisme de résistance lié a

un lipide de surface chez M. abscessus.

Axe 2. Etudier la contribution des glycopeptidolipides dans les interactions de souches S de

M. abscessus avec un mycobactériophage récemment découvert.

Dans ce contexte, nous avons cherché a :

e Evaluer I'impact des différents composants des GPL dans les interactions du phage avec la souche

S grace a la génération d’une collection de mutants bien définis et produisant des GPL tronqués.

e Appréhender le role biologique de motifs décorant les GPL, en particulier, les groupements

acétyles, en générant et caractérisant divers mutants.
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L'usage des mycobactériophages, a titre compassionnel et en combinaison a I'antibiothérapie, est
proposé comme une alternative possible pour éradiquer les infections persistantes chez des patients en
situation d’échec thérapeutique. Néanmoins, cette stratégie, longtemps oubliée par la médecine
moderne, rencontre des limites du fait de I'inaction des phages sur certaines souches ou de I'émergence
de résistants spontanés lors d’une exposition prolongée de I'agent pathogene au phage. Le manque de
connaissances sur le mécanisme d’action et sur l'identité des éléments (bactériens ou phagiques)
nécessaires a l'interaction phage-h6te peut entraver I'approche thérapeutique, en particulier lors d’un
usage combiné de mycobactériophages partageant leur voie d’entrée. En effet, les récepteurs, de nature
inconnue pour les mycobactériophages spécifiques de M. abscessus, représentent pour la bactérie un

élément de choix a inhiber afin d’empécher I'invasion du phage et sa réplication.

Dans ce sens, la découverte de mutations dans des génes codant pour une protéine impliquée dans la
synthése d’un lipide de surface, le TPP, pourrait s’apparenter a un mécanisme de résistance inhibant la
voie d’entrée du phage. Les résultats des travaux en rapport avec cet axe de recherche sont présentés

dans la publication suivante :

Article 1. Therapeutically useful mycobacteriophages BPs and Muddy require trehalose polyphleates.
Wetzel, K. S.*, lllouz, M*, Abad, L., Aull, H. G., Russell, D. A., Garlena, R. A, Cristinziano, M., Malmsheimer,
S., Chalut, C., Hatfulll G. F., & Kremer, L. (2023). Nature microbiology, 8(9), 1717-1731.
https://doi.org/10.1038/s41564-023-01451-6

*Ces auteurs ont contribué a parts égales

Afin de répondre a la problématique posée, le criblage d’'une banque de mutants transpositionnels par
les phages thérapeutiques BPSA33HTH_HRM10 et Muddy nous a confirmé I'importance des TPP dans
I’action de ces mycobactériophages. L'inhibition de la production de ce lipide induite par I'insertion de
transposons (Tn), exclusivement au sein du locus encodant la synthése des TPP, démontre un mécanisme
de résistance principal de M. abscessus vis-a-vis de certains mycobactériophages. Des résultats similaires
obtenus sur des mutants spontanés résistants, confortent ces premieres observations. De fait, les
différentes souches déficientes en TPP ont été employées afin d’isoler des phages capables d’outrepasser
la résistance causée par l'absence de ce lipide, permettant ainsi d’étendre le répertoire des
mycobactériophages thérapeutiques a disposition du clinicien. Par ailleurs, 'usage d’un fluorophage a
servi a mettre en évidence une inhibition du cycle phagique préalable a I’étape de traduction en absence
de TPP. Enfin, des tests d’adhésion nous ont permis de démontrer I'implication des TPP dans I'étape
précoce d’infection en tant que co-récepteur, laissant une interrogation sur la nature du récepteur

principal. Dans cette optique, le second criblage réalisé avec les phages échappant a la résistance n’a pas
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abouti, suggérant I'implication de composants bactériens essentiels dans I'interaction du phage avec son

hote.

Au cours de cette étude menée avec le Dr Katherine S. Wetzel, ma contribution expérimentale a été
d’établir le profil lipidique des différentes souches, de complémenter les mutants défectueux dans la
synthése et le transport des TPP, de comparer la croissance des souches en présence ou absence du phage
BPsA33HTH_HRM10, de réaliser des plages de lyse, de mener des expériences de microscopie a
fluorescence et de cytométrie en flux avec le fluorophage, de déterminer la susceptibilité aux
antibiotiques des souches cliniques et de vérifier que I’absence de TPP n’altérait pas le caractéere alcoolo-

acide des souches cliniques par la coloration Ziehl-Neelsen.
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Mycobacteriophages show promise as therapeutic agents for

non-tuberculous mycobacterium infections. However, little is known

about phage recognition of Mycobacterium cell surfaces or mechanisms

of phage resistance. We show here that trehalose polyphleates (TPPs)—
high-molecular-weight, surface-exposed glycolipids found in some
mycobacterial species—are required for infection of Mycobacterium
abscessus and Mycobacterium smegmatis by clinically useful phages BPs and
Muddy. TPP loss leads to defects in adsorption and infection and confers
resistance. Transposon mutagenesis shows that TPP disruptionis the
primary mechanism for phage resistance. Spontaneous phage resistance
occurs through TPP loss by mutation, and some M. abscessus clinical isolates
are naturally phage-insensitive due to TPP synthesis gene mutations. Both
BPs and Muddy become TPP-independent through single amino acid
substitutionsin their tail spike proteins, and M. abscessus mutants resistant
to TPP-independent phages reveal additional resistance mechanisms.
Clinical use of BPs and Muddy TPP-independent mutants should preempt
phage resistance caused by TPP loss.

Non-tuberculous mycobacteriainclude severalimportant human path-
ogens such as Mycobacterium abscessus and M. avium™*. These infec-
tions are often refractory to effective antibiotic treatment due to both
intrinsicand acquired resistance mutations, and new treatment options
areneeded’. The therapeutic application of mycobacteriophages shows
some promise for the treatment of pulmonary infections in persons
with cystic fibrosis* ¢, disseminated infection following bilateral lung
transplantation* and disseminated M. chelonae infection’. However,
broadening therapy beyond single-patient compassionate use applica-
tions will require expansion of the repertoire of therapeutically useful

phages and increasing host range such that a higher proportion of
clinicalisolates can be treated**’. Clinical administration of bacterio-
phagesisanticipated to give rise to phage-resistant mutants and disease
recurrence', but the frequency and mechanisms of mycobacteriophage
resistance are poorly understood". Very few mycobacteriophage recep-
tors are known, although glycopeptidolipids (GPLs) are proposed as
receptors for mycobacteriophage 13 in M. smegmatis'.
Over12,000individualmycobacteriophages have been described,
with most having been isolated on M. smegmatis*. The genome
sequences of 2,200 of these show them to be highly diverse genetically
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and pervasively mosaic'". They can be sorted into groups of genomi-
cally related phages (for example, Cluster A, B, C and so on), some of
which canbereadily divided into subclusters (for example, Subcluster
Al,A2,A3andsoon)onthebasis of sequence variation'®". Seven of the
sequenced phages currently have no close relatives and are designated
as ‘singletons. A subset of these phages have relatively broad host
range and are also able to efficiently infect M. tuberculosis, including
phagesin Clusters/Subclusters A2, A3, G1,K1,K2,K3,K4 and AB"?°. A
similar subset of phages also infect some clinical isolates of M. absces-
sus, although itis noteworthy that phage host ranges on these strains
arehighly variable (even for related phages within clusters/subclusters)
and are highly variable among different clinical isolates*’. Thereis also
substantial variationin the outcomes of phage infection of M. abscessus
strains, with notable differences between rough and smooth colony
morphotypes’. For example, a smaller proportion of smooth isolates
are susceptible to phage infection compared with rough strains, as
determined by plaque formation, and none of the smooth strains is
efficiently killed by any phage tested’.

Mycobacterial cell walls characteristically have a mycolic
acid-richouter layer referred to as the mycobacterial outer membrane
or mycomembrane”. In addition to abundant mycolic acids, there
are numerous other types of complex molecule including multiple
acylated lipids suchas di- and polyacyltrehalose (DAT and PAT), phthi-
ocerol dimycocerosate and sulfoglycolipids, although not all are found
in all Mycobacterium species. Smooth strains of M. abscessus have
abundant GPLs, whereas these are lacking or greatly less abundantin
rough strains®>*. Recently, it has been shown that some mycobacterial
species, including M. abscessus, have trehalose polyphleates (TPPs),
which are high-molecular-weight, surface-exposed glycolipids, in
their cell walls***. These TPPs may be important for M. abscessus
virulence and are associated with clumping and cording®. A five-gene
cluster, including a polyketide synthetase (Pks), is required for TPP
biosynthesis and TPP precursor (DAT) transport to the outer surface
ofthe cellby MmpL10 (ref. 26). TPPs are not presentin M. tuberculosis
although DAT and PAT are’®. The specific roles of TPPs are not known,
buttheir position onthe outer surface makes them candidates for use
as phage receptors.

Here we show that TPPs arerequired for the binding and infection
of M. abscessus by phages BPs and Muddy. These phages share little
or no nucleotide similarity but both have been used therapeutically,
sometimes in combination with each other*?. M. abscessus transpo-
soninsertion mutants that areresistant to these phages mapinallfive
genesinvolvedin TPP synthesis, all have lost TPPs from their cell walls
and phage adsorptionislost. Spontaneous phage-resistant mutants of
some M. abscessus clinical isolates also have mutations in the known
TPP synthesis genes, and some M. abscessus clinical isolates that are
insensitive to BPs and Muddy are naturally defective in TPPs. However,
the TPP requirement can be readily overcome by mutations in phage

tail spike proteins, suggesting that TPPs are acting as a co-receptor,
and the cell wall binding target of the phages is probably essential for
mycobacterial viability. M. abscessus strains resistant to BPs and Muddy
TPP-independent mutants reveal new mechanisms of phage resistance.

Results

Transposon mutagenesis of M. abscessus clinical isolates

M. abscessus GDO1 (subspecies massiliense) was selected for transposon
mutagenesis as it is the first clinical isolate treated therapeutically*
andis killed well by phages Muddy, ZoeJA45and BPsA33HTH_HRMI10,
mapping in Clusters AB, K2 and G1, respectively. Muddy is a lytic
phage and ZoeJA45 and BPsA33HTH_HRMIO are engineered lytic
derivatives of ZoeJ*® and BPs”, respectively. Because GDO1, similar
to many M. abscessus isolates, is kanamycin resistant (minimum
inhibitory concentration (MIC) > 128 pg ml™)*°, we re-engineered the
extant Kan® MycoMarT7 transposon using CRISPY-BRED* to include
an HygR® cassette, constructing derivatives both with and without the
existing R6Ky origin of replication (Fig. 1a). The shorter transposon
(MycoMarT7-Hyg2) transduced strain GDO1~100 times more efficiently
than the longer MycoMarT7-Hygl transposon; this efficiency differ-
ence was not observed for M. smegmatis. We transduced strain GDO1
with MycoMarT7-Hyg2 and selected Hyg-resistant transductants on
solid media to yield a random mutagenesis library (Fig. 1b). We note
that the parent of the transposon delivery phages, TM4, does not form
plaques on any M. abscessus strain’ but efficiently delivers DNA to
M. abscessus cells®.

Phage-resistant mutants are defective in TPPs

Toidentify M. abscessus GDO1 phage-resistant mutants, the Tnlibrary
was plated on solid media seeded with either BPSA33HTH_HRM10 or
Muddy. Single colonies were recovered at a frequency of 10> and 20
individual colonies were picked from each selection, rescreened and
characterized (Fig. 1, Extended Data Fig.1and Extended Data Table1).
Eighteen of the 20 BPsA33HTH_HRMI10-resistant candidates were
mapped, all of which have transposon insertions in a gene cluster
involved in TPP synthesis; some appear to have secondary transposon
insertions mapping elsewhere (Extended Data Table 1and Fig. 1c,d).
Thirteen of the 20 Muddy resistant candidates were mapped and sur-
prisingly, all also contain insertions in TPP synthesis genes (Extended
Data TablelandFig.1c,d). TPPsynthesis has previously been reported
tobenon-essential® and these observations suggest that loss of TPPs
is the primary mechanism of resistance to both BPsA33HTH_HRM10
and Muddy. Further analysis showed that all of the mutants tested
have similar phenotypes, with a large reduction in the efficiency of
plaquing of BPsA33HTH_HRM10 and a more modest reduction in the
efficiency of plaquing of Muddy, but with formation of very turbid
plaques (Fig. 1e). Complementation of afadD23 Tn mutant confirmed
that phage resistance results from TPP loss (Fig. 1f). All of the strains

Fig.1|Identification of phage-resistant transposon insertion mutants of
M. abscessus GDOL1. a, Construction of MycoMarT7-Hygl and MycoMarT7-Hyg2.
Transposon delivery phage phiMycoMarT7 delivers a transposon containing
Escherichia coli ori6Ky (grey) and a kanamycin resistance cassette (blue),
flanked by inverted repeats (yellow boxes). CRISPY-BRED* was used to create
phiMycoMarT7-Hygl and phiMycoMarT7-Hyg2, which deliver transposons
containing oriR6K (grey box) and a hygromycin resistance cassette (red box),
or only ahygromycin resistance cassette. b, M. abscessus GDO1 or a transposon
library of M. abscessus strain GDO1 (M. ab GDO1 Tn Lib) was plated on solid
media or solid media seeded with phage BPs_A33HTH_HRMIO. ¢, Locations

of transposon insertions in the TPP locus in phage-resistant mutants. Red

and black bars show the locations of insertions in strains isolated as resistant
to BPsA33HTH_HRM10 and Muddy, respectively. d, Proposed roles of Pks,
PapA3, FadD23, MmpL10 and PE in the synthesis and transport of TPPs and
DAT. e, Tenfold serial dilutions of phages were spotted onto solid media with
M. smegmatis mc?155, M. abscessus GDO1 or representative M. abscessus GDO1

transposon insertion mutant strains: GDO1Tn_BPs_HRM10_RM1 (B_RM1);
GDO1Tn_BPs_HRM10_RM6 (B_RM6); GDO1Tn_BPs_ HRM10 RM11(B_RM11);
GDO1Tn_BPs_ HRM10_RM10 (B_RM10); GDO1Tn_BPs_ HRM10_RMS (B_RM 5).
Thelocations of Tninsertions are indicated in parentheses. Phages used are:
BPsA33HTH_HRMI1O0 (‘BPs’), Muddy, ZoeJA43-45 (‘Zoe)’), Itos and Faith1A38-40
(‘Faithl’). Plaque assays were performed at least twice with similar results.

f, Tenfold serial dilutions of phages were spotted onto solid media with strain
GDO1fadD23::Tn (GDO1Tn_BPs_HRM10_RM]1) containing plasmid pKSW134

with genefadD23 under expression of an ATc-inducible promoter. FadD23 is not
expressed in the absence of ATc (left panel) butis induced by ATc (right panel).
Plaque assays were performed at least twice with similar results. g, Thin-layer
chromatography (TLC) analysis of total lipids extracted from M. abscessus GDO1
and mutants with transposon insertions in the TPP synthesis and transport
genes. M. smegmatis mc?155 and a AmmpL10 mutant strain of M. smegmatis are
alsoincluded as controls.
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that we tested remain sensitive to ZoeJA43-45, Itos and Faith1A38-40
(Fig. le and Extended Data Fig. 1).

Analysis of cell wall lipids shows that all of the mutants tested
have lost TPPs (Fig. 1g). Interruption of TPP precursor transport (as
in an mmpL10 mutant; Fig. 1d), or loss of PE protein needed for the

final step of TPP synthesis (Fig. 1d) can result in accumulation of the
DAT precursor®**, and our mmpL10 transposon insertion mutants
did accumulate DAT. Our pE mutants did not accumulate DAT and the
Tninsertions may be polar, interrupting fadD23 expression and DAT
synthesis (Fig. 1c,d,g). No defects in trehalose dimycolate synthesis
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were observed, trehalose dimycolate being transported by MmpL3
(ref. 34) (Fig.1g).

Phage BPs tail spike mutants are TPP independent

Although BPsA33HTH_HRMI10 does not efficiently infect M. abscessus
TPP synthesis mutants, plaques were observed at high phage titres that
are candidates for TPP-independent mutants (Fig. 1e). Five individual
plaques were purified, shown to have heritable infection of M. absces-
sus TPP mutants and were further characterized. Two were isolated on
M. abscessus GDO1 fadD23::Tn (phKSW2 and phKSW3), two on GDO1
pE::Tn (phKSW4 and phKSWS5) and one on GD180_RM2 (BPs_REMI; see
below); an additional mutant (phKSW1) was isolated on M. smegmatis
AMSMEG 5439 (Extended Data Table 2; see below). These mutants form
clear plaques onall TPP synthesis pathway mutants tested (Fig. 2a), and
sequencing showed that all have single amino acid substitutionsin the
predicted BPs tail spike protein, gp22 (Extended Data Table 2). Interest-
ingly, two of these substitutions, gp22 A306V and A604E (present in
phKSW3 and phKSWS5, respectively), were reported previously as BPs
host range mutants able to infect M. tuberculosis®*. The gp22 A604E
substitutionis also presentin phage BPsA33HTH_HRM®"® that infects
some other M. abscessus strains*. Although phKSW4 (and phKSW2;
Extended Data Table 2) has a gp22 L462R substitution, BPs_REM1 has
both agp22 L462R substitution and a G780R substitution. BPs_REM1
forms somewhat clearer plaques than phKSW4 on the TPP mutants
(Fig. 2a), suggesting that G780R has an additive effect towards clear
plaque formation.

TPPs arerequired for BPs adsorption to M. abscessus GDO1
Because TPPs are surface exposed and are required for BPSA33HTH_
HRMI1O0 infection, we tested whether they are required for adsorption
(Fig. 2b). Wild-type BPs adsorb relatively poorly to M. smegmatis' and
BPsA33HTH_HRMI10 adsorptionis similarly poor on M. abscessus GDO1
(Fig. 2b). However, BPsA33HTH_HRMI1O is clearly defective in adsorp-
tionto a GDO1fadD23::Tn mutant (Fig. 2b, left panel). Interestingly, the
TPP-independent phage phKSW1 (Extended Data Table 2) adsorbs consid-
erably faster to GDO1 (as does a BPs gp22 A604E mutantin M.smegmatis®)
thanits parent phage (Fig. 2b, middle panel) and shows only a small
improvement in adsorption to the GDO1 fadD23::Tn mutant relative to
BPsA33HTH_HRMI1Oinfection of GDO1 (Fig.2b). In contrast, ZoeJA43-45
adsorbs similarly to both M. abscessus strains (Fig. 2b, right panel).

Phage Muddy tail spike mutants are also TPP independent

We similarly isolated a resistance escape mutant of Muddy (Muddy_
REM1, Extended Data Table 2) and, together with three Muddy mutants
with expanded M. tuberculosis™ host ranges, characterized their infec-
tion of TPP pathway mutants (Fig. 2¢). Three of the mutants (Muddy_
REM1, Muddy HRM"*-1and Muddy HRMN%52-1) efficiently infect all of
the TPP pathway mutants; Muddy HRM"?"-2 forms very turbid plaques
onall of the mutants, similar to wild-type Muddy (Fig. 2c). Sequencing
showed that Muddy_REMI1 contains a single base substitution in the tail
spike gene 24 conferring an E680K substitution (Extended Data Table 2),
the same substitution as in Muddy HRM"°%52-1; Muddy_HRMN°%7-1
and Muddy_HRM™%-2 have G487W and T608A substitutionsin gp24,
respectively®.

Loss of TPPs in spontaneous M. abscessus resistant mutants
We previously reported M. abscessus mutants spontaneously resist-
ant to BPs derivatives’. Two of the strains (GD17_RM1and GD22_RM4,
Extended Data Table 3) have mutations in pks and are at least partially
resistant to BPsA33HTH_HRMIO (ref. 9). We have similarly isolated
three additional spontaneous mutantsresistant to BPSA33HTH_HRM10,
two of which (GD38_RM2 and GD59_RM1) have mutations in pks; the
third (GD180_RM2) has a nonsense mutation in mmpL10 (Extended
Data Table 3). BPsA33HTH_HRM10 does not form plaques on mutants
GD38_RM2, GD17_RM1 or GD59_RM1 and forms very small plaques at
areduced efficiency of plaquing on GD22_RM4 (Fig. 3a). Thus, point
mutations in M. abscessus TPP synthesis genes can give rise to BPs
resistance, although these have not been observed clinically’. These
mutants are infected well by other phages we tested that infect the
parent strain (Fig. 3a).

The M. abscessus Pks protein (MAB_0939) is a 3,697-residue multi-
domain protein (Fig. 3b). Two of the spontaneously resistant mutants
have frameshift mutations close to the midpoint of the gene (at codons
2,115and 2,389, Extended Data Table 3 and Fig. 3b) and two others have
amino acid substitutions in the N-terminal ketosynthase (KS) domain
(Extended Data Table 3 and Fig. 3b). We note that the two frameshift
mutations arein the second acyltransferase (AT) domain and leave the
upstream domains intact (Fig. 3b).

Some phage-insensitive clinical isolates lack TPPs

M. abscessus clinical isolates vary greatly in their sensitivity to
BPsA33HTH_HRM10 and Muddy’. There are probably numerous deter-
mining factors, but these could include loss of TPPs. Analysis of the
TPP synthesis proteins (Pks, PE, PapA3, MmpL10 and FadD23) of 143
sequenced clinical isolates and reference strain ATCC19977 identified
37 distinct genotypes that generally correlate with global nucleotide
similarity (Fig. 3c); however, no evident correlation between these
variations and sensitivity to BPSA33HTH_HRM10 and/or Muddy was
observed (Fig. 3c). Most of the variations observed reflect amino acid
substitutions, although two strains (GD262 and GD273) have identical
large deletionsin pks (3,645 bp) and two others (GD155 and GD286) have
translocations resulting in 30.2 kbp insertions in pks (Fig. 3d). Both
GD273 and GD286 have phage infection profiles consistent with TPP
loss, and the TPP-independent mutant Muddy_HRM"°%2-1overcomes
the defect (Fig. 3e). GD262, GD273 and GD286 are not susceptible to
BPsA33HTH_HRMIO or the TPP-independent mutant BPs_REM1 (Fig. 3e),
andthese strains probably carry additional phage defence mechanisms
targeting BPsand its derivatives. GD155 has asmooth colony morpho-
type (Fig. 3¢) and is not susceptible to any of the phages tested here.

Complementation restores TPP synthesis and phage infection
Mutants GD22_RM4 and GD180_RM2, which are defective in pks and
mmpL10, respectively (Fig. 4a), can both be complemented to fully
restore BPsSA33HTH_HRM10 and Muddy infection (Fig. 4b). Both
mutants lack cell wall TPPs and TPPs are at least partially restored by
complementation (Fig. 4c). Furthermore, a derivative of BPs expressing
mCherry*, which behaves similarly to BPsA33HTH_HRMI1O in plaque
assays (Fig. 4b) and liquid infections (Fig. 4d), gives fluorescence from
parent strains but not from GD22_RM4 and GD180_RM2 (Fig. 4e,fand

Fig.2|Mutants of BPsA33HTH_HRM10 and Muddy overcome TPP loss.

a, Tenfold serial dilutions of BPSA33HTH_HRM10 and gp22 mutants (as indicated
ontheleft; see Extended Data Table 2) were spotted onto solid media with

M. smegmatis mc*155, M. abscessus GDO1 or M. abscessus GDOl transposoninsertion
mutant strains. Plaque assays were performed at least twice with similar results.
The locations of amino acid substitutions in BPSA33HTH_HRM10 gp22 conferring
the ability to infect TPP-deficient strains (red) or previously found to broaden
host range to include M. tuberculosis (purple) (bottom panel) areindicated. The
A306V and A604E substitutions were identified with both assays. b, Adsorption
of phages BPsSA33HTH_HRM10, phKSW1and ZoeJA43-45to M. abscessus

strains GDO1and GDO1fadD23::Tn (GDO1Tn_BPs_HRM10_RM1) asindicated by
the percentage of unadsorbed phages remaining in infection supernatants at
different times after infection. Assays were performed in duplicate twice and
data presented are mean + s.d. ¢, Tenfold serial dilutions of Muddy and Muddy
gp24 mutants (as indicated on the left) were spotted onto solid media with

M. smegmatis mc*155, M. abscessus GDO1or M. abscessus GDO1 transposon insertion
mutant strains. Plaque assays were performed at least twice with similar results.
Thelocations of amino acid substitutions in Muddy gp24 that confer the ability to
infect TPP-deficient strains (bottom panel) areindicated.
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Fig.3 | Phage infection profiles of M. abscessus phage-resistant mutants.

a, Tenfold serial dilutions of phage lysates (as indicated on the left) were spotted
onto solid media with M. smegmatis mc?155, the parent M. abscessus strains or
spontaneously isolated phage-resistant mutant (RM) derivatives. Plaque assays
were performed at least twice with similar results. b, A schematic representation
of M. abscessus Pks showing the location of predicted functional domains and
the amino acid changes in spontaneous phage-resistant mutants below. Domain
abbreviations are: AT, acyltransferase; KS, ketosynthase, KR, ketoreductase;
DH, dehydratase; ER, enoylreductase; PP, phosphopantetheinylate acyl carrier
protein. Domains were identified using the PKS analysis web site at http://nrps.
igs.umaryland.edu/ (ref. 53). c, Amino acid sequences from the five TPP synthesis

pathway genes in 143 M. abscessus clinical isolates (and M. abscessus
ATCC19977) were concatenated and used to construct a phylogenetic tree. Strain
morphotypes are labelled as either rough (R) or smooth (S). Susceptibilities

to phages BPsA33HTH_HRM10 and Muddy are represented in greenand red,
respectively’. Arrows indicate strains ind and e. d, Position of large deletions
(GD262 and GD273) or insertions (GD155 and GD286) in the pks gene with
respect to the GDO1TPP locus. e, Tenfold serial dilutions of phage lysates
(asindicated on the left) were spotted onto solid media with either M. smegmatis
mc?155 or M. abscessus strains GD273 and GD286. Plaque assays were performed
atleast twice with similar results.

Extended Data Fig.2). Complementation fully restores liquid infection
of GD180_RM2 and partially restores infection of GD22_RM4 (Fig. 4d),
as well as fluorescence with the reporter phage (Fig. 4¢,f). These data
are consistent with an early defectin phage infectionin these mutants,
consistent with loss of adsorption to the cell surface. We note that dis-
ruption of TPP synthesis does not interfere with Ziehl-Neelsen staining
of the bacteria or alter antibiotic sensitivities (Extended Data Fig. 3).

M. smegmatis TPP mutants are resistant to BPs and Muddy

M. smegmatis is genetically tractable and susceptible to a large num-
ber of diverse phages, and using TPP mutants in pks (MSMEG_0408),
papA3(MSMEG_0409), mmpL10 (MSMEG_0410), fadD23 (MSMEG_0411)
and pE (MSMEG_0412)***°, we showed that these have similar, albeit
somewhat milder, phenotypes to M. abscessus TPP mutants (Fig. 5a).
Asexpected, Apks, AmmpL10 and ApE mutants failed to produce TPPs,
while complementation restores the presence of TPPs (Fig. 5b). The
relatively efficient infection of the AfadD23 mutant is consistent with
incomplete TPP loss, possibly due to an unidentified fatty acyl-AMP
ligase partially overcoming the defect®*. Muddy similarly forms very
turbid plaques on the Apks and ApapA3 mutants, but only mildly so
on the AfadD23 mutant (Fig. 5a). Interestingly, the TPP-independent
BPs and Muddy mutants infect M. smegmatis TPP mutants normally
(Fig. 5a). Complementation of the ApapA3, Apks, AmmpL10 and ApE
mutants restores normal infection by both Muddy and BPSA33HTH_
HRM10 (Extended Data Fig. 4).

BPsA33HTH_HRMI10 and its mCherry derivatives are both defec-
tive in liquid infection of the Apks, AmmpL10 and ApE M. smegmatis
mutants, and efficientinfection and lysis are restored by complemen-
tation (Extended Data Fig. 4a,e). The mCherry reporter phage shows
fluorescence in wild-type M. smegmatis but loss of fluorescence in
infection of all three mutants, with restoration of infection in the com-
plemented strains (Extended DataFig. 4b,c).Inaddition, the mCherry
fluorophage behaves similarly toits parent in plaque assays on M. smeg-
matis mutant and complemented strains (Extended DataFig. 4e). Both
BPsA33HTH_HRM10 and the TPP-independent phKSW1 are defectivein
adsorption of a Apks mutant relative to wild-type M. smegmatis (Fig.5c
and Extended Data Fig. 5), similar to M. abscessus (Fig. 2b).

Testing abroader phage panel showed that most are not depend-
ent on TPPs, except for ShedlockHolmes, MsGreen and Papyrus in
Clusters/SubclustersK3, L3 and R, respectively, which show some TPP
dependence (Fig. 5d). MsGreen and ShedlockHolmes have tail genes

related to Muddy gene 24, although we note that ZoeJ also does and
yetis not TPP dependent. However, such variation is not unexpected,
as the escape mutant observations show that only a single amino acid
substitution s sufficient to confer TPPindependence (Figs. 2a,cand 5a).

TPP-independent phages reveal host resistance mechanisms
The TPP-independent phage mutants infect M. abscessus efficiently and
we therefore repeated the selection for Tninsertion mutants to explore
whether there are other surface molecules required for infection. Inter-
estingly, such mutants arise from the same library at a100-fold lower
abundance than BPsA33HTH_HRM10 and Muddy resistant mutants
(Fig. 6a and Extended Data Table 1). All but one of the phKSW1 resist-
ant mutants analysed are similarly resistant to BPsA33HTH_HRM10,
BPs_REM1and phKSW1but remain sensitive to Muddy and Muddy_REM1
(Fig. 6b); one (GDO1Tn_phKSW1_RM10) is resistant to phKSW1 but is
sensitive to BPs_REM1and s resistant to Muddy but not Muddy_REM1
(Fig. 6b). One of the two Muddy_REMl1 resistant mutantsis only partially
resistant to Muddy and Muddy_REM]1, but both are fully sensitive to all
of the BPs derivatives (Fig. 6b).

Characterization of these mutants shows that they are unlikely to
be defective in surface recognition by the phages. Two Muddy_REM1
resistant strains have Tninsertionsintranscription genes greA and rpoC
(Extended Data Table 1), and one phKSW1 resistant mutant maps inrecB
(MAB_0399c; Extended Data Table 1); these are unlikely to be directly
involvedin phage binding. Four of the phKSW1 resistant mutants (RM2,
RMS5, RM7 and RM8), representing at least three independent inser-
tions (Fig. 6 and Extended Data Table 1), have transposons at GDO1
coordinate 1,169,901 in a region absent from ATCC19977 and many
other M. abscessus strains and within a candidate ‘phage-inducible
chromosomalisland’ (PICI) (Fig. 6¢ and Extended Data Table 1). The
insertions are upstream of GDO1gene EXM25 05825 encodinga protein
with aDUF4145domain, whichisimplicated inavariety of viral defence
systems and is often fused with restriction endonucleases and abor-
tiveinfection systems® * (Fig. 6¢). Itis plausible that the BPs resistant
phenotype results from overexpression of this gene.

Analysis of the cell wall lipids shows that all of the mutants retain
TPPs, except for GDO1Tn_phKSW1_RM10 (Fig. 6d), which has a Tn
insertion in papA3in addition to a secondary insertion in MAB 1686
(Extended Data Table 1). Two additional mutants (GDO1Tn_phKSW1_
RM1 and RM4) have an insertion in the nearby MAB_1690 gene and
have normal TPPs (Fig. 6d); MAB_1686 and MAB_1690 are within alarge

Fig.4 | TPPs are essential for BPsA33HTH_HRM10 to lyse M. abscessus.

a, Representation of the M. abscessus TPP locus showing mutations affecting
the clinical strains studied. b, Phages were spotted as tenfold serial dilutions
onto clinical strains (GD22 and GD180), spontaneous resistant mutants (RM)
and complemented strains (::C). Plates were incubated for 2-3 d at 37 °C before
imaging. The assay was repeated at least three times and a representative
experiment is shown. ¢, TLC analysis of total lipids extracted from M. abscessus
clinical strains, resistant mutants and complemented strains. Eluent: CHCl,/
CH;OH (90:10 v/v). Anthrone was sprayed on the plates to visualize the lipid
profile, followed by charring. d, Liquid growth of the strains with BPSA33HTH_
HRM10 or BPsA33HTH_HRM10 mCherry (MOI10) or without phage (untreated; UNT)

monitored every 6 h for 6 d at 37 °Cin 7H9/OADC supplemented with1 mM
CacCl,. Data are plotted as the median + interquartile range of three independent
experiments done in triplicate. Statistical analysis conducted to compare the
differences at 144 h between strains was done with a two-sided Dunn’s multiple
comparisons test, with Pvalues indicated. e, Representative fields of M. abscessus
clinical strains infected with BPsSA33HTH_HRM10 mCherry (MOI10) for 4 hat

37 °Cbefore fixation. Infected bacilli appear in red. These results were obtained
atleast two times. Scale bars, 30 um. f, Flow cytometry data represented as

dot plot show the percentage of bacilli infected with the BPSA33HTH_HRM10
mCherry fluorophage relative to the study population. This assay was conducted
atleast twice.
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Fig. 5| TPPs arealsorequired for infection of M. smegmatis by phages BPs and
Muddy. a, Tenfold serial dilutions of phages (asindicated on the left) were spotted
onto solid mediawith M. smegmatis mc?155, Apks, ApapA3 or AfadD23 as indicated.
Plaque assays were performed at least twice with similar results. b, TLC analysis of
total lipids extracted from wild-type M. smegmatis, three TPP-deficient mutants and
the corresponding complemented strains. Eluent: CHCl,/CH;OH (90:10 v/v). TLC
wasrevealed by spraying anthrone on the plate, followed by charring. ¢, Adsorption
of phages BPsA33HTH_HRMI0, phKSW1and ZoeJA43-45to M. smegmatis strains

Time post infection (min)

Time post infection (min)

mc?155and Apks as indicated by the percentage of unadsorbed phages remaining
inthe supernatant at different times after infection. Assays were performed in
triplicate at least twice with similar results and a representative experiment is
shown. Dataarerepresented as mean * s.d. Other replicates are shown in Extended
DataFig.5.d, A panel of phages from various genetic clusters were tenfold serially
diluted and spotted onto M. smegmatis mc*155 and Apks. Phage names are shown
with their cluster/subcluster designation in parentheses. Plaque assays were
performed twice with similar results.
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(22 kbp) operon encoding an Mce4 transport system (Extended Data
Table1). However, this Mce4 system is probably not acting as arecep-
tor as the GDO1Tn_phKSW1_RM1 mutant does not have an adsorption
defect (Fig. 6e). The GDO1Tn_phKSW1_RM2 mutant also does not have
any adsorption defect (Fig. 6e).

Discussion
Trehalose polyphleates are among the largest known lipids in mycobac-
teria and are structurally related to sulfolipids SL-1and polyacylated
trehalose PAT, which, in contrast to TPPs, are found exclusively in
M. tuberculosis. The roles of TPPs in mycobacterial physiology and/
or growth remain unclear, but they are implicated in clumping and
cording in M. abscessus®. Many TPP-defective M. abscessus strains
have rough morphotypes, typically associated with cording, consistent
with the rough colony morphology primarily resulting from GPL loss™.
Clearly, TPPs are critical for adsorption of several phages, including the
therapeutically useful Muddy and BPs*°. The finding that both phages
require TPPs is a surprise, as they are genomically distinct, share few
genes and were thus considered to be suitable for combinationin phage
cocktails. Nonetheless, the availability of TPP-independent phage
mutants provides substitutes to which resistance to both phages occurs
atamuch lower frequency, and such mutants do not typically show
co-resistance to the two phages. We propose that the TPP-independent
phages replace their cognate parent phages in therapeutic cocktails.
A simple explanation for the role of TPPs is that they are spe-
cifically recognized and bound to by BPs, Muddy and the other
TPP-dependent phages as the only requirement for DNA injection.
However, it is then unclear as to how the TPP-independent phages
overcome TPPloss, and it seems implausible that they gain the ability
tobind to acompletely different receptor. A more likely explanation
is that TPPs act as co-receptors for Muddy and BPs and facilitate
recognition of a different surface molecule; the TPP-independent
phage mutants would then simply bypass the need for activation by
TPPs. The observation that tail spike mutants such as phKSW1adsorb
substantially better than the parent phage, even to TPP-containing
host cells, is consistent with this latter explanation. Furthermore,
wild-type BPs does not efficiently infect M. tuberculosis H37Rv, but
a mutant with the gp22 A604E substitution enables efficient infec-
tion', even though M. tuberculosis lacks TPPs*°. Similarly, wild-type
Muddy efficiently infects M. tuberculosis H37Rv*° despite its lack of
TPPs, and Muddy tail spike substitutions expand its host range to
other M. tuberculosis strains®’. These observations not only suggest
that TPPs are not the receptors per se for these phages, but that
there may be general mechanisms governing receptor access by
the phages, together with phage strategies for expanding host cell
recognition and infection. Furthermore, if TPPs are not the target of
direct phage recognition, the true receptorislikely tobe encoded by
genes that are essential for mycobacterial viability. Thus, although
transposon insertion mutagenesis has been used in other systems
for identifying phage receptors***, this may be of more limited use

in Mycobacterium, although as we have shown here, it is useful for
mapping a plethora of resistance mechanisms.

Understanding the roles of TPPs in M. abscessus is important for
therapeutic phage use, and we note thatinatleast someclinicalisolates,
the loss of TPPs through gene deletions or translocation leads to loss
ofinfection by BPsA33HTH_HRM10 or Muddy. In the first therapeutic
use of mycobacteriophages, BPsA33HTH_HRM10 and Muddy were
used incombination with ZoeJ, and itis of interest that ZoeJ is not TPP
dependent. We also note that resistance to BPs derivatives or Muddy
has not been observed in clinical use, even in 11 cases where only a
single phage was used’. It is plausible that resistance through TPP loss
has a trade-off with fitness, although the roles of TPPs in M. abscessus
pathogenicity and persistence are not known. Strikingly, the use of
TPP-independent derivatives of BPs and Muddy not only avoids con-
cerns about resistance via TPP loss, but also negates cross-resistance
between the two phages (Fig. 6).

Finally, transposon mutagenesis and selection of mutants resist-
ant to the TPP-independent phages reveal additional mechanisms of
phage resistance. Particularly intriguing is the isolation of insertions
in a candidate PICI, with the potential to activate expression of a PICI
gene implicated in phage defence. These Mycobacterium PICls and
their roles in phage infection profiles deserve further investigation.

Methods

Bacterial strains and culture conditions

Bacterial strains (Extended Data Table 4) were grown in Middlebrook
7H9 media (BD Difco) supplemented with10% oleic acid, albumin, dex-
trose and catalase (OADC enrichment) (7H9/OADC), orin Middlebrook
7H10/0ADC solid media (BD Difco) at 37 °C. Antibiotics were added
when required. Transformations of electrocompetent mycobacteria
were performed using a Bio-Rad Gene pulser (25 pF, 2,500 V, 800 Q).
For some M. smegmatis strains, Tween80 (0.05%) was used in starter
culturesbut omitted in subcultures used for phage infections. Cultures
used in phage infection were supplemented with 1 mM CacCl,. When
required, M. abscessus strains were selected with 1 mg ml™ hygromycin
(Toku-E, 31282-04-9) or 200 pg ml™ streptomycin, and M. smegmatis
was selected with 50 pg ml™ hygromycin. M. abscessus strains in the
GDxx series are part of the strain collection at the University of Pitts-
burgh and were kindly provided by numerous colleagues.

Engineering of MycoMarT7-Hyg2

Phage MycoMarT7-Hygl and MycoMarT7-Hyg2 were engineered from
phage MycoMarT7 using CRISPY-BRED recombineering?. Briefly,
double-stranded DNA recombineering substrates were designed
that contained the desired mutation (a HygR cassette) with flanking
sequencesto permitthereplacementof either KanR (MycoMarT7-Hygl)
orKanR and oriR6K (MycoMarT7-Hyg2). These substrates and genomic
(g)DNA from MycoMarT7 were transformed into M. smegmatis mc*155
recombineering cells that contain the plasmid pJV138 (ref. 31). Trans-
formations were combined with cells containing a CRISPR plasmid

Fig. 6 | Evidence for additional phage resistance mechanisms. a, Recovery of
M. abscessus GDO1 transposon mutants resistant to phages BPs, phKSW1, Muddy
and Muddy_REML. A culture of an M. abscessus GDO1 transposon library (GDO1
TnLib) containing approximately 10° c.f.u. was plated onto phage-seeded plates
asindicated. b, Phage infection profiles of resistant mutants. Tenfold serial
dilutions of phages BPsA33HTH_HRMI10 (‘BPs’), phKSW1, Muddy, Muddy_REM1
and ZoeJA43-45 (‘Zoe)’) (as indicated on the left) were spotted onto lawns

of M. abscessus GDO1 or mutants isolated as resistant to TPP-independent
phages phKSW1and Muddy_REM1. Mutant designations indicate that they

are Tninsertions (Tn), the phage used for mutant selection (that is, phKSW1

or Muddy_REM1) and the mutant number (for example, RM1, RM2 and so on).
Wheressiblings are suspected (Extended Data Table 1), only one representative is
shown; suspected siblings showed similar results. ¢, Organization of a putative
candidate PIClin M. abscessus GDO1. The satellite region is defined by the attL

and attR attachment sites resulting from site-specific integration at a tRNA-Leu
gene (GDO1 coordinates 1158039 to 1170246). It contains several phage-related
genes (green arrows) with the putative functionsindicated. At the extreme
right-hand end of the PICI, a gene (locus tag EXM25_05825) carries a DUF4145
domainimplicated in phage defence in other systems. Four mutants containa Tn
insertion at the site, indicated by the vertical arrow. d, TLC analysis of total lipids
extracted from M. abscessus GDO1 and transposon mutants isolated as resistant
to TPP-independent phages. e, Adsorption of BPSA33HTH_HRM10 and phKSW1
to GDO1Tn_phKSW1_RM1 (blue, top panels) and to GDO1Tn_phKSW1_RM2 (green,
bottom panels). Adsorption to GDO1 performed in parallel is shown in black. The
proportions of phage particles remaining in solution are shown at different times
afterinfection. Assays were performed in duplicate twice and data presented are
mean ts.d.
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(a derivative of pIRL53) selecting against the parent MycoMarT7 and
plated on solid media; this enriches for mutants containing the allelic
replacement that form plaques on the plate. Resulting plaques were

screened for the presence of the Hyg-marked transposon by PCR, and
positive plaques were plaque purified, whole-genome sequenced and
confirmed to have retained temperature sensitivity.
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Construction of the M. abscessus GDO1 transposon insertion
library and phage challenge

The transposon mutagenesis library was largely prepared as previously
described™. Briefly, 50 ml of M. abscessus GDO1was grown to an ODy,
of 0.2. The cells were pelleted and resuspended in 1 ml of phage buffer
(10 mM Tris HCI (pH 7.5), 10 mM MgSO,, 68.5 mM NacCl, 1 mM CacCl,),
pre-warmedto 37 °Cand infected with 800 plMycoMarT7-Hyg2 (5 x 10"
plaque-forming units (p.f.u.) ml™). The cellsand MycoMarT7-Hyg2 were
incubated at37 °Cfor 7.5 h. Cells were pelleted and resuspendedin 8 ml
PBS + 0.05% Tween80, and the resuspension was combined with 8 ml
40% glycerol for freezing at —80 °C. The transduction frequency was
determined by measuring hygromycin-resistant colonies per ml and
120,000 transductants were plated onto large square plates containing
solid 7H10/0ADC mediawith 0.1% Tween80 and 1 mg mI™ hygromycin.
Plates were incubated at 37 °Cfor 9 d. To collect the library, cells were
scraped offthe solid media, resuspended in 7H9/OADC combined with
40% glycerol, aliquoted and frozen at -80 °C.

To identify GDO1 insertion mutants that were resistant to phage
infection,~20 plof GDO1 Tnlibrary was thawed and grown overnight to
an 0Dy, of 0.175. Dilutions of this culture (approximately 10*,10° and
10° cells) were spread onto 7H10/OADC solid media plates seeded with
or without 10® p.f.u. of phages BPsA33HTH_HRM10, Muddy, phKSW1
or Muddy_REML. Plates were incubated at 37 °C for 7 d. Colonies able
to grow on phage-seeded plates were subjected to PCR to identify
a transposon insertion site (see below) and struck out two times to
remove any remaining phage. After streaking, single colonies were
grown in liquid media and used for phage susceptibility testing by
standard plaque assay.

Identification of transposoninsertion sites

Transposon insertion sites were identified by PCR using a primer
that annealed to the transposon in the hygromycin resistance
gene (Tn_Hyg_Fwd_2: 5-CTTCACCTTCCTGCACGACT-3’) and a
primer with a degenerate 3’ end, or if that did not yield an ampli-
con, nested PCR with primers Tn_Hyg_Fwd_2 and Primer 557
(5’-GGCCAGCGAGCTAACGAGCANNNNNNNGTT-3’) followed by PCR
with primers Primer 414 (5-GGCCAGCGAGCTAACGAGAC-3’) and
Tn_Hyg_Fwd_1 (5-TTCGAGGTGTTCGAGGAGAC-3’). Amplicons were
gel extracted, Sanger sequenced from the transposon and the result
aligned tothe GDO1sequence toidentify the transposoninsertionsite.
Formost strains (and at least one strain per interrupted gene), the trans-
posoninsertion site was confirmed by designing primers that flanked
thesiteidentified by theinitial PCR and confirming that this region had
increasedinsize by 1,259 bp compared with strain GDOL. For five strains
resistant to phKSW1(GD01Tn_phKSW1_RM]1, 2, 4, 6 and 10), the entire
genomes were also sequenced as previously described’ (and see below)
to confirmthelocation ofinserted transposons. Reads were assembled
into contigs and the location of the transposon sequence was identi-
fied. To confirm the total number of transposon insertions, reads at
the transposon/chromosome boundaries were closely inspected to
determine the number of branches, and the coverage of the transpo-
son contig compared to therest of the genome was determined. Inthe
cases of RM1, 2 and 4, the transposon contig had approximately the
same coverage as the rest of the genome and showed only one type of
transposon/chromosome hybrid read ateach end. Inthe cases of RM6
and 10, the transposon contig had approximately twice the coverage
of the rest of the genome, and at each end, there were two types of
transposon/chromosome hybrid read.

Phages and screening of phage susceptibility

Phages used in this study were obtained from the University of Pitts-
burgh and M. smegmatis mc?155 was used to propagate them. Phage
ZoeJA43-45 is a derivative of the previously described ZoeJA45
(ref. 28) and contains a deletion of genes 43 (integrase), 44 and 45
(repressor), corresponding to ZoeJ coordinates 33972-36489.

It also contains the following single nucleotide polymorphisms
different from ZoeJ: G3204T, A10165G, A10713G, C15262T. Phage sus-
ceptibility profiles were assessed using standard plaque assays. Top
agar bacterial lawns were made by combining Middlebrook top agar
(Middlebrook 7H9,1 mM CacCl,, 0.35% BactoAgar) with 300-500 pl
cell culture. After top agar had solidified, phages were tenfold serially
diluted and spotted onto the top agar bacterial lawns and incubated
for24-48 h (M. smegmatis) or 5-7 d (M. abscessus) until bacterial lawns
were confluent.

Plasmid construction
To create plasmid pKSW131, fadD23, pE, mmpL10 and papA3 and the
flanking intergenic sequence was amplified using QS HiFi2x master mix
(New England Biolabs) fromgDNA isolated from M. abscessus GDO1. The
amplicon was purified and cloned into EcoRI-digested vector pLA155
using the NEBuilder HiFI DNA Assembly master mix (New England Bio-
labs) and transformed into E. coli strain DH5a; plasmids and primers are
showninExtended Data Table 5. The culture that yielded a successfully
constructed plasmid was grownat 30 °Crather than 37 °C, althoughitis
unknown whether this contributed to successful plasmid maintenance
inthe culture. To create plasmid pKSW134, the open reading frame of
fadD23was amplified from GDO1gDNA and cloned into PmlI-digested
anhydrotetracycline (ATc)-inducible vector pCCK39 (ref. 45) using the
NEBuilder HiFI DNA Assembly master mix. The entire plasmids were
sequenced using Plasmidsaurus (https://www.plasmidsaurus.com/).
pMVpks_ mWasabiand pMVmmpL10_mWasabiwere constructed
on the basis of pMVpks and pMVmmpL10 by in-fusion cloning. The
mWasabi sequence under the control of the constitutive Pleft* pro-
moter*®was amplified by PCR using a Q5 high-fidelity DNA polymerase
(New England Biolabs). Plasmids were linearized with Kpnl-HF (New
England Biolabs). Agarose gels were used to purify linear fragments,
then circularized using In-Fusion SNAP Assembly master mix (Takara)
according to the manufacturer’sinstructions. Stellar competent cells
(Takara) were used for transformation. Plasmids generated were veri-
fied by sequencing (Eurofins Scientific).

Isolation and whole-genome sequencing of phage-resistant
mycobacteria mutants

Two of these phage-resistant mutants (GD17_RM1and GD22 RM_4) were
described previously’; the others were isolated in the same manner.
Briefly, 108 colony-forming units (c.f.u.) of M. abscessus were incubated
with 10° p.f.u. of phage. Infections were plated on solid media at 2
and 5d post infection, and survivors were purified, tested for phage
resistance and sequenced. The mutants were sequenced as described
previously’. Briefly, 3 ml of culture was pelleted and resuspended
in 600 pl nuclei lysis solution (Promega). Cells were added to lysing
matrix B tubes (MP Biomedicals) and milled four times using a Bead-
Bug6 microtube homogenizer (BenchMark). RNAse A (2 pul, Thermo
Scientific) was added and the solution wasincubated at 37 °Cfor 10 min.
Phenol-chloroform-isoamyl alcohol was added to the lysed cells and
the aqueous phase was removed after centrifugation. DNA was pre-
cipitated usingisopropanol and 3 M sodium acetate, and washed two
times with 75% ethanol before resuspension. Libraries were prepared
with the NEBNext Ultra I FS Library Prep kit (New England Biolabs)
andsequenced onanIlluminaMiSeq. The resulting reads were aligned
to the parent strain genome using Consed”. A custom programme
(AceUtil) was used to identify differences between the mutant reads
and the parent genome, and all mutations were confirmed by close
inspection of the reads*.

Isolation of BPsA33HTH_HRM10 mutants

Clear plaques were observed within high-titre spots for phage
BPsA33HTH_HRM1O0 on strains GDO1Tn_BPs_HRM10_RM6, GDO1Tn_
BPs_HRM10_RM11 and GD180_RM2. These plaques were picked and
plated onthe resistant strain two additional times to purify. A purified
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plaque was then used to produce a high-titre phage lysate on M. smeg-
matis mc*155 and subsequently subjected to gene 22 PCR sequencing
or whole-genome sequencing.

Total lipids extraction of mycobacteria and TLC analysis
Bacteria were grown in LB medium (Lennox, X964.3) at 37 °C with-
out agitation and pelleted by centrifugation (3,000 g, 10 min, room
temperature). Lipids were extracted from bacterial pellets treated
successively with CHCI,/CH;0H (1:2) (Carlo Erba, 67-66-3; Honeywell,
67-56-1) and CHCI;/CH;0H (2:1), washed with water and dried. Lipids
were resuspended in CHCI; before spotting on TLC. For TLC analysis,
silica gel G60 plates (10 x 20 cm, Macherey-Nagel) were used to spot
samples and lipids were separated with CHCI,/CH,OH (90:10 v/v).
Lipid profiles were shown by spraying the plates with a 0.2% anthrone
(Sigma, 90-44-8) solution (w/v) in concentrated H,SO, (Honeywell,
7664-93-9) and charring.

Adsorption assays

M. smegmatis strains were grown to an OD,,, 0of 0.5-0.8, then concen-
trated approximately tenfold to 1.75 x 10° m1™ in 7H9/10% albumin
dextrose complex (ADC)/1 mM CaCl,. One millilitre of cells (M. smeg-
matis mc*155 or mc?155 Apks) was infected in triplicate in a12-well plate
atamultiplicity of infection (MOI) of 0.001. Cells wereincubated at 37
°C with agitation. At each timepoint, 50 pl of liquid was removed and
pelleted, and the supernatant that contained unbound phage was
titred on M. smegmatis. For M. abscessus GDO1and M. abscessus GDO1
fadD23::Tn, the same protocol was followed but the strains were grown
to an OD,, of 0.15-0.25 and cells were concentrated approximately
tenfold to 6.3 x 108 mlI™in 7H9/10% OADC/1 mM CaCl,.

Growth curves of mycobacteria incubated with phages
Bacterial growth assays were performed in 96-well plates (Falcon),
each well containing 100 pl of bacterial culture and 100 pl of phage
lysates or medium as control. Exponential phage cultures of myco-
bacteria were used and set at 3 x 10 c.f.u. ml™ in Middlebrook 7H9/
OADC supplemented with 1 mM CaCl,. Phages were incubated at an
MOI of 10 and diluted in 7H9/0ADC supplemented with 1 mM CaCl,.
Measurements were taken every 3 h for M. smegmatis strains and every
6 hfor M. abscessus strains using a spectrophotometer (Tecan, infinite
200 PRO) until stationary phase was reached (2 d for M. smegmatis
strainsand 6 d for M. abscessus strains). Plates were incubated at 37 °C
without agitation.

Microscopy and flow cytometry sample preparation
Mycobacteria were subcultured in 7H9/OADC with agitation to obtain
exponential phase cultures. Bacteria were concentrated to obtain a
sample containing 1.2 x 107 c.f.u. (for microscopy) or 6 x 10 c.f.u. (for
flow cytometry) and then incubated with either medium or phage
BPsA33HTH_HRM10 (MOI10) as controls or phage BPsA33HTH_HRM10
mCherry (MOI10). The infections were performed for 2 h and 4 h for
M. smegmatis and M. abscessus strains, respectively, at 37 °C without
agitation. After infection, samples were fixed with 4% paraformalde-
hyde (Electron Microscopy Sciences, EM-15714) for 20 min at room
temperature. Samples were then diluted as necessary, depending on
the experiment, with 7H9/OADC supplemented with 0.025% tyloxapol
andsonicated to disruptbacterial aggregates. For microscopy, samples
were then mounted between coverslips and slides with Immu-Mount
(Epredia). Samples were kept at 4 °Cin the dark until analysis.

Microscopy

Differential interference contrast and epifluorescence images were
acquired on a ZEISS Axio Imager Z1 upright microscope. A x63 Plan
Apochromat 1.4 NA oil objective and a X100 Plan Apochromat 1.4 NA
oil objective were respectively used for M. smegmatis and M. abscessus
strains. mCherry was excited with an Intenslight fibre lamp with Texas

Red (Ex: 560/40, dic. 585, Em: 630/75) filter cube. Images were acquired
with anscMOS ZYLA 4.2 MP camera.

Image analysis

Representative fields without technical artefacts were chosen. Fiji
software (version 1.53t) was used to adjust intensity, brightness and
contrast (identically for compared image sets).

Flow cytometry

Infected bacteria were analysed by flow cytometry using a NovoCyte
ACEA flow cytometer (excitation laser wavelength: 561 nm, emission
filter: 615/20 nm). Gates were drawn using SSC-A/FSC-A and multiple
cells were excluded with SSC-H/SSC-A. Uninfected cells and bacteria
infected by non-fluorescent phage were included as controls. Experi-
ments were performed at least twice with similar results. Approxi-
mately 300,000 events were recorded per experiment. Analysis was
done with NovoExpress version1.6.1.

Ziehl-Neelsen staining

Concentrated cultures were fixed on glass slides by heating at 150 °C for
15 min, followed by chemical fixation with methanol. BD Carbolfuchsin
kit was used following the manufacturer’s instructions. Samples were
observed using an Evos M7000 imaging system.

Drug susceptibility testing

The Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines* were fol-
lowed to determine the MICs. Briefly, all cultures were incubated in
cation-adjusted Mueller-Hinton Broth (Merck, 90922) at 30 °C prior
to the experiment. Each well of a 96-well plate was filled with 100 pl
of bacterial suspension previously inoculated with 5 x 10 c.f.u. ml?,
except for the first column, to which 198 pl of the bacterial suspension
wasadded. Drug (2 pl) atits highest concentration was added to the first
column containing 198 pl of bacterial suspension and was twofold serially
diluted. Results were obtained after 4 d of incubation at 30 °C without
agitation. Threeindependent experiments were carried outin duplicate.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with GraphPad Prism v.9.0.0
for Windows. Descriptive statistics are cited and represented as
median and interquartile range for each of the variables calculated.
A non-parametric Dunn’s test was used to compare the different con-
ditions at 48 h for M. smegmatis or 144 h for M. abscessus. An a priori
significance level was set at a = 0.05.

Phylogenetic analysis of TPP pathway amino acid sequencesin
M. abscessus

Aphylogenetic tree was constructed for a concatenated alignment of
amino acid sequences of the five TPP synthesis pathway members for
143 clinicalisolates of M. abscessus and M. abscessus ATCC19977. Homo-
logues were identified using MMSeqs2 (v.13.45111) and phammseqs
(v.1.0.4)*° and subsequently aligned using ClustalO (v.1.2.4) and Trimal
(v.1.4.1)°". A concatenated alignment was generated with a custom
Python script and the maximum-likelihood phylogeny was generated
using RAXML (v.8.2.12)*%.

Reporting summary
Furtherinformation onresearch designisavailablein the Nature Port-
folio Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The genome sequences of mycobacteriophages referenced here are
available at phagesdb.org. The genome sequences of the M. abscessus
strains are available at https://osf.io/hjb7q/ and at NCBI BioProject
PRJNA669041. All biological materials described in this study are avail-
able from G.F.H. at gfh@pitt.edu on reasonable request.
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Extended Data Fig. 1| Plaque assays of phages on M. abscessus GDO1 transposon insertion mutants. Phages as shown on the left were spotted onto solid media
with M. abscessus GDO1 or transposon insertion mutant strains. Each row indicates a set strains tested together.
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MIC (ug/mL) @
Strains
AMK IPM BDQ RFB CFZ LNZ CFX ZEO AU1235
Exp 1 25 25-50 0.098 12.5 3.125 25 50-100 125 0.39
GD22 Exp 2 50 50 0.098 25 1.56 25 100 125 0.195
Exp 3 100 50 0.098 25 0.39 6.25 100 6.25 0.39
Exp 1 25 25 0.195 12.5 1.56 6.25 50 6.25 0.78
GD22_RM4 Exp 2 50 25 0.098 12.5 1.56 12.5 50 6.25 0.195
Exp 3 50 100 0.098 25 3.25 12.5 50 125 0.195
Exp 1 50 11225 0.098 12.5 1.56 235 50 6.25 0.39
GD22_RM4::C Exp2 50 125 0.098 125 0.78 12.5 50 6.25 0.195
Exp 3 50 25-50 0.19 25 1.56 6.25 50 6.25 0.195
Exp1 25 25 0.098 1.56 ND 12,5 25 >200 0.048
GD180 Exp 2 25 50 0.048 6.25 0.78 6.25 50 >200 <0.048
Exp 3 50 25 0.024 125 0.78 6.25 25 >200 0.19
Exp 1 25 12.5 0.024 3.125 1.56 6.25 25 >200 0.39
GD180_RM2  Exp2 50 25 0.098 3.125 1.56 1.56 25 >200 <0.048
Exp 3 50 25 0.048 6.25 0.78 1.56 25 >200 0.19
Exp1 50 25 0.098 3.125 0.78 3.125 25 >200 0.098
GD180_RM2::C Exp2 25 50 0.024 3.125 0.78 3.125 50 >200 <0.048
Exp 3 50 25 0.024 3.125 0.78 3.125 25 >200 0.098
CIP104536 (R) Exp 1 50 50 0.048 12.5-25 1.56 25) 100 50 0.39
Exp 2 50 25 0.098 25 0.78 123 50 25 0.78

9 MICs (ug/ml) were determined following the CLSI guidelines.
AMK, amikacin; IPM, imipenem; BDQ, bedaquiline; RFB,rifabutin; CFZ, clofazimine; LNZ, linezolid; CFX, cefoxitin; ZEO, zeocin; AU1235,
MmpL3 inhibitor

Extended Data Fig. 3 | See next page for caption.
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Extended DataFig. 3| Characterization of TPP-defective mutants. Cation-adjusted Mueller-Hinton Broth (CaMHB) at 30 °C against M. abscessus

A. Ziehl-Neelsen staining of M. abscessus TPP mutants. Cultures of GD22, clinicalisolates (GD22 and GD180), resistant mutants (GD22_RM4 and GD180_
GD22_RM, GD22_RM::C, GD180, GD180_RM and GD180_RM::C were fixed on glass RM2) and complemented strains (GD22_RM4::C and GD180_RM2::C) with

slides and acid-fast staining was performed using the BD Carbolfuchsin kit, and CIP104536 (ATCC19977) as a control. Results from three independent experiments
observed microscopically at 60x magnification. This assay was performed three areshown.

times. Scale bar: 30 pm. B. MIC (in pg/mL) values of antibiotics determined in
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Extended Data Fig. 4 | Infection of M. smegmatis TPP mutants by BPs and
its derivatives. A. Growth curves of the different strains incubated with phage
BPsA33HTH_HRMI10 or BPSA33HTH_HRM10-mCherry at MOI10 or without (UNT)

for2 daysin 7H9/OADC supplemented with1 mM CaCl, at 37 °C without agitation.

Measurements were taken every 3 hours. Data shown are represented as median
ofthree independent experiments donein triplicate + interquartile range. Two-
sided Dunn’s multiple comparisons test was used to perform statistical analysis.
Statistical analysis was done to compare the differences at 48 hours between
each strain, p values are mentioned on each plot. B. Representative microscope
fields of M. smegmatis strains infected with the fluorophage BPsA33HTH_HRM10-
mCherry (designated BPs mCherry) (MOI110) for 2 hours at 37 °C. Similar results

were obtained at least three times. Scale bars: 30 pm. C. Flow cytometry data
plotted as a dot plot showing the percentage of bacilliinfected with BPSA33HTH_
HRM10-mCherry relative to the study population. This assay was conducted
twice with similar results obtained. D. Phage infection of M. smegmatis TPP
mutants. Phages as shown on the left were tenfold serially diluted and spotted
onto solid media with M. smegmatis mc?155, M. smegmatis ApapA3:pLA155 or

M. smegmatis ApapA3:pKSW131. E. Plaquing of BPSA33HTH_HRM10 and the
mCherry derivative on M. smegmatis strains defective in TPP production (left
panels) and the complemented strains (right panels). Phage lysates were tenfold
serially diluted prior to spotting on bacterial lawns. Similar results were obtained
atleast three times and a representative experiment is shown.
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Extended DataFig. 5| Additional replicates of phage adsorption assays BPsA33HTH_HRMIO, each individual assay showed reduced adsorption on Apks
on M. smegmatis mc?155 and Apks. Biological replicates of phage adsorption as compared to mc?155. However, the measured adsorption rates varied between
assays for phages BPSA33HTH_HRM10 (A), phKSW1 (B) and ZoeJA43-45 (C) eachreplicate, such that observed differences were obfuscated when displaying
areshown. Dataare represented as the mean of technical duplicates + SD. For the means; representative replicates for all phages are shown in Fig. 5.
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Extended Data Table 1| Characterization of phage resistant M. abscessus GDO1 transposon mutants

Strain Name' Isolated as # Tn insertion Tn GDO01 Locus Tag® ATCC19977 Protein® PCR Plaque
resistant to? Insert® coordinate* Dir® Gene’ ver.® assay"’
GD01Tn_Muddy RM9 Muddy 21 895811 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢ FadD23 Y ¥
GDO01Tn_BPsHRM10_RM9 BPs_HRM10 21 896103 Fwd EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 ND ND
GDO01Tn_BPsHRM10_RM15 BPs_HRM10 21 896250 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 ND ND
GDO01Tn_Muddy_RM14 Muddy 22 #1 896251 Fwd EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 Y Y
#2 2068078 Fwd EXM25_10305 MAB_2130 HAD Y
GDO01Tn_Muddy_RM11'" Muddy 21 896372 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 ND ND
GD01Tn_Muddy_RM15" Muddy 21 896372 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 ND ND
GDO01Tn_Muddy RM13 Muddy 21 896513 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 ND ND
GDO01Tn_Muddy RM7 Muddy 21 896840 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢ FadD23 ND ND
GDO01Tn_Muddy RM12 Muddy 1 896990 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 Y Y
GDOTn_BPsHRM10_RM1 BPs_HRM10 1 897275 Rev EXM25_04535 MAB_0935¢c FadD23 Y Y
GD01Tn_BPsHRM10_RM6 BPs_HRM10 21 897828 Rev EXM25_04540 MAB_0936¢c PE Y Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM3 BPs_HRM10 22 #1 898266 Fwd EXM25_04540 MAB_0936¢c PE Y Y
#2 1702803 Rev  EXM25 08515 MAB_1681 Hyp Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM8 BPs_HRM10 22 #1 898475 Fwd EXM25_04540 MAB_0936¢c PE ND ND
#2 2710182 Rev EXM25_13435 MAB_2752 ABC ND
GDO01Tn_Muddy RM20 Muddy 898646 Rev EXM25_04540 MAB_0936¢ PE Y Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM18 BPs_HRM10 22 #1 898656 Rev EXM25_04540 MAB_0936¢c PE Y Y
#2 50130 Fwd EXM25_00255 MAB_0457 Hyp Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM20 BPs_HRM10 23 #1 899155 Fwd EXM25_04545 MAB_0937¢c MmpL10 ND ND
#2 2314064 Fwd EXM25_11400 MAB_2352 DNA glyc ND
#3 4430814 Fwd Inter EXM25_22125- MAB_4446- Hyp/ABC ND
22130 4447
GD01Tn_BPsHRM10_RM11 BPs_HRM10 21 899212 Fwd EXM25_04545 MAB_0937c MmpL10 Y Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM14 BPs_HRM10 22 #1 900526 Rev EXM25_04545 MAB_0937c MmpL10 Y Y
#2 3419195 Rev EXM25_17025 MAB_3426¢c SDR Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM19 BPs_HRM10 22 #1 901936 Fwd EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 Y Y
#2 2004769 Rev EXM25_10050 MAB_2081 Acyl-CoA Y
GD01Tn_BPsHRM10_RM2 BPs_HRM10 21 901937 Rev EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 ND ND
GDO01Tn_Muddy RM17 Muddy 21 902798 Fwd EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 Y Y
GD01Tn_BPsHRM10_RM10 BPs_HRM10 21 902799 Rev EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 Y Y
GDO1Tn_Muddy_RM1™® Muddy >2 902799 Rev  EXM25_04550 MAB_0938¢c PapA3 ND ND
1708979 Fwd EXM25_08540 MAB_1686 Hyp ND
GDO01Tn_Muddy_RM3' Muddy 22 902799 Rev EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 ND ND
1708979 Fwd EXM25_08540 MAB_1686 Hyp ND
GDO01Tn_Muddy_RM6 Muddy 22 #1 902802 Rev EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 Y Y
#2 1799970 Fwd EXM25_09000 MAB_1882c DoxX Y
GDO01Tn_Muddy RM19 Muddy 903001 Rev EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 Y Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM4 BPs_HRM10 22 #1 903920 Fwd EXM25_04555 MAB_0939 Pks Y Y
#2 3438375 Fwd EXM25_17140 MAB_3449c MFS Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM5 BPs_HRM10 22 #1 905614 Fwd EXM25_04555 MAB_0939 Pks Y Y
#2 3575341 Fwd EXM25_17815 MAB_3593 MgtC ¥
GDO01Tn_BPsHRM10_RM17 BPs_HRM10 22 #1 911720 Rev EXM25_04555 MAB_0939 Pks Y Y
24# 3319297 Rev EXM25_16510 MAB_3332c DoxX Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM13 BPs_HRM10 22 #1 914389 Fwd EXM25_04555 MAB_0939 Pks Y Y
#2 934573 Rev EXM25_04650 MAB_0958¢c NAD(P) Y
GDO01Tn_BPsHRM10_RM7 BPs_HRM10 22 #1914477 Rev EXM25_04555 MAB_0939 Pks Y Y
#2 3546108 Rev Inter EXM25_17670- MAB_3538- Kinase/ Y
17675 3539 WhiB
GDO01Tn_phKSW1_RM1" phKSW1 1 1711653 Fwd EXM25_08560 MAB_1690 ABC Y Y
GDO01Tn_phKSW1_RM4' phKSW1 1 1711653 Fwd EXM25_08560 MAB_1690 ABC Y Y
GDO01Tn_phKSW1_RM2 phKSW1 1 1169901 Fwd Inter EXM25_05825- None — DUF4145 Y Y
05830 MAB_1175
GDO01Tn_phKSW1_RM7" phKSW1 22 #1 1169901 Fwd Inter EXM25_05825- None — DUF4145 Y Y
#2 2201133 Fwd 05830 MAB_1175 Y
EXM25_10900 MAB_2245
GDO01Tn_phKSW1_RM8" phKSW1 22 #1 1169901 Fwd Inter EXM25_05825- None — DUF4145 Y Y
#2 2201133 Fwd 05830 MAB_1175 Y
EXM25_10900 MAB_2245
GDO01Tn_phKSW1_RM5 phKSW1 22 #1 1169902 Rev Inter EXM25_05825- None — DUF4145 Y Y
#2 4426058 Rev 05830 MAB_1175 Y
EXM25_22105 MAB_4441
GDO01Tn_phKSW1_RM6 phKSW1 2 #1 3688289 Fwd EXM25_18375 MAB_3698 ATP Y b4
#2 429116 Fwd  EXM25 02155 MAB_0399¢ RecB Y
GDO1Tn_phKSW1_RM10 phKSW1 2 #1 1708979 Fwd  EXM25_08540 MAB_1686 Hyp Y Y
#2 902799 Rev EXM25_04550 MAB_0938c PapA3 Y
GDO01Tn_phKSW1_RM11a phKSW1 22 #1 3371296 Rev EXM25_16760 MAB_3381c Mtf Y Y
#2 4561506 Fwd EXM25_22720 MAB_4573c EphC X
GDO01Tn_MuddyREM1_RM2 Muddy_REM1 22 #1 1195603 Rev EXM25_05970 MAB_1201c GreA Y Y
#2 4785617 Fwd  EXM25_23740 MAB_4773 HMOX Y
GDO01Tn_MuddyREM1_RM3 Muddy_REM1 >1 3850846 Rev EXM25_19265 MAB_3868c RpoC Y Y

'Strain names include three parameters separated by underscores: i.e. Parent strain_phage used for selection_mutant number.

2The strain was isolated from a solid agar plate seeded with phages as indicated.

3The likely number of Tn insertions in each strain: 21 indicates that we have mapped one insertion, but we cannot exclude that there are one or more additional insertions.; 22 indicates that
two insertions were mapped, but we cannot exclude that there are one or more additional insertions. Five phKSW1 resistant strains were whole genome sequenced such that the precise
number of insertions are known, as indicated.

“Coordinates of the transposon insertions mapped in M. abscessus GD01 (accession number CP035923.1). Where more than one Tn has been mapped, they are listed as #1 and #2, and
#2 is shown in grey shading. Strains with similar coordinates are listed together.

SOrientation of the Tn insertion, Forward (Fwd) or reverse (Rev) compared to the genome.

5The locus tag of the strain GD01 gene with the Tn insertion is shown. Intergenic insertions show the two flanking locus tags.

"The gene name of the M. abscessus ATCC19977 (NC_010397.1) homolog(s) of the interrupted genes is shown. For intergenic insertions, flanking genes are shown.

8Protein names or predicted function of genes with Tn insertions are shown, or functions of flanking genes for intergenic insertions.

°The location of the transposon insertion was confirmed by a second PCR with primers designed to flank the insertion site. Y, Yes; ND, Not determined.

°The strain was streaked out to remove phage, grown in liquid media and tested for phage resistance by plaque assay. Y, Yes; ND, Not determined.

"In four instances, two strains isolated against the same phage were found to have identical transposon insertion sites and are likely siblings. GD01Tn_phKSW1_RM1 and
GDO01Tn_phKSW1_RM4 are likely siblings, as are GD01Tn_phKSW1_RM7 and GD01Tn_phKSW1_RM8. GD01Tn_phKSW1_RM2, GD01Tn_phKSW1_RM5, and GD01Tn_phKSW1_RM7
have insertions in the same location (coordinate 1169901) but are not siblings as they have Tn insertions in different orientations or different secondary insertions.
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Extended Data Table 2 | Phage BPs and Muddy mutants escaping TPP-loss mediated resistance

Phage! Parent? Amino Acid Isolated on* Reference
Substitution®
phKSW2 BPsA33HTH_HRM10 gp22 L462R M. ab. GD0O1Tn This work
BPs_HRM10_RM6
phKSW3 BPsA33HTH_HRM10 gp22 A306V M. ab. GDO1Tn This work
BPs_HRM10_RM6
phKSW4 BPsA33HTH_HRM10 gp22 L462R M. ab. GD01Tn This work
(Prob. a sib of phKSW2) BPs_HRM10_RM11
phKSW5 BPsA33HTH_HRM10 gp22 A604E M. ab. GDO1Tn This work
BPs_HRM10_RM11
BPs_REM1 BPsA33HTH_HRM10 gp22 L462R; M. ab. GD180_RM2 This work
G780R
phKSW1 BPsA33HTH_HRM10 gp22 A604E M. smegmatis This work
AMSMEG_5439
Muddy_REM1 Muddy gp24 E680K M. ab. GD180_RM2 This work
Muddy HRMNO157-1 Muddy gp24 G487W M. tuberculosis N0O157 Ref. 205
Muddy HRMNO0157-2 Muddy gp24 T608A M. tuberculosis N0O157 Ref. 205
Muddy HRMN0052.1 Muddy gp24 E680K M. tuberculosis N0O052 Ref. 205

'Name of a phage able to form more clear plaques on TPP synthesis pathway mutants. 2Parent phage from which the mutant was isolated. *Amino acid substitutions identified in mutant
phages. “The M. abscessus or M. tuberculosis strain on which the mutant phage was isolated *Data from reference *°.
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Extended Data Table 3 | M. abscessus mutants spontaneously resistant to phage BPs derivatives

Resistant Parent? Isolated as resistant to3 Mutated Amino Acid Reference

mutant’ gene* Substitution®

GD17_RM1 M. ab. GD17 BPsHRMGP03 pks G210V Ref. 96

GD22 RM4 M. ab. GD22 BPsA33HTH_HRM10 pks W2389fsX2406 Ref. 96
and ltos

GD38 RM2 M. ab. GD38 BPsA33HTH_HRM10 pks M2115fsX2118 This work

GD59 RM1 M. ab. GD59 BPsA33HTH_HRM10 pks D327Y This work
and ltos

GD180 RM2 M. ab. GD180 BPsA33HTH HRM10 mmpL10 S688fsX704 This work

'Resistant mutants were named after the parent strain and the number of the resistant mutant (RM) isolated. ?Parent strain of M. abscessus from which the resistant mutant was isolated upon
phage infection. *RMs were isolated by infecting cell cultures at a high MOI and plating infections on solid media to isolate survivors. “The entire genomes of the resistant mutants were

sequenced and compared to the genomes of the parents to identify mutated genes conferring phage resistance. °The amino acid substitution in the protein product resulting from the gene
mutation. ®Data from reference °.
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Extended Data Table 4 | List of strains used in this study

Name Description / genotype Reference
M. smegmatis (WT) M. smegmatis, strain mc2155 Ref. 54
Apks (PMM284) M. smegmatis mc?155 Apks::res Ref. 242
AmmpL10 (PMM223) M. smegmatis mc2155 AmmpL10::res Ref. 242
ApE (PMM229) M. smegmatis mc2155 ApE::res Ref. 242
Apks::C M. smegmatis mc2155 Apks::res complemented with pMVpks, Ref. 242
(PMM284/pMV pks) HygR
AmmpL10::C M. smegmatis mc?155 AmmpL 10::res complemented with Ref. 242
(PMM223/pMVmmpL10) pMVmmpL10, HygR
ApE::C M. smegmatis mc?155 ApE::res complemented with pMVpE, Ref. 242
(PMM229/pMVpE) HygR
GDO01 M. abscessus subsp. massiliense, R morphotype Ref. 43
fadD23::Tn :pKSW134 GDOTn_BPsHRM10_RM1 complemented with pKSW134 This study
GD17 M. abscessus subsp. abscessus, R morphotype Ref. 94
GD17_RM1 M. abscessus subsp. abscessus, R morphotype Ref. 94
GD22 M. abscessus subsp abscessus, R morphotype Ref. 94
GD22 RM4 M. abscessus subsp. abscessus spontaneous resistant Ref. 94
mutant, R morphotype
GD22_RM4::C M. abscessus GD22_ RM4 complemented with This study
pMVpks_mWasabi, HygR
GD38 M. abscessus subsp. abscessus, R morphotype Ref. 94
GD59 RM1 M. abscessus subsp. abscessus, R morphotype Ref. 94
GD59 M. abscessus subsp. abscessus, R morphotype Ref. 94
GD180 M. abscessus subsp. abscessus, R morphotype This study
GD180_RM2 M. abscessus subsp. abscessus, spontaneous resistant This study
mutant, R morphotype
GD180_RM2::C M. abscessus GD180_RM2 complemented with This study
pMVmmpL10_mWasabi, HygR
AfadD23 M. smegmatis mc?2155 AfadD23::ZeoR Ref. 36°
ApapA3 M. smegmatis mc2155 ApapA3::ZeoR Ref. 365
GD273 M. abscessus subsp. massiliense This study
GD286 M. abscessus subsp. massiliense This study
ApapA3 :pLA155 M. smegmatis mc?155 AfadD23 containing vector pLA155 This study
ApapA3 :pKSW131 M. smegmatis mc?155 ApapA3 complemented with pKSW131 This study

'Data from reference **. *Data from reference **. *Data from reference “. “Data from reference °. *Data from reference *°.
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Extended Data Table 5 | Plasmids and primers used in this study

Name

Plasmid/Primer

Description

pMVpks_mWasabi

pMVmmpL10_mWasabi

pLA155

pKSW131

pKSW134

Inf_Pleft*_mWasabi_pMV
(Kpnl) (F)

Inf_Pleft* mWasabi_pMV
(Kpnl) (R)

TPP_pMH94_Fwd
TPP_pMH94_Rev

FadD_pCCK39_Fwd

FadD-pCCK39 Rev

Plasmid

Plasmid

Plasmid

Plasmid

Plasmid

Primer

Primer

Primer
Primer

Primer

Primer

pMV361eH containing pks under the control of its own promoter' and
mWasabi sequence under the control of the constitutive Pleft*promoter
(addgene plasmid :169409)

pMV361eH containing mmpL 10 under the control of the PblaF* promoter’
and mWasabi sequence under the control of the constitutive Pleft*promoter
(addgene plasmid :169409)

pMH94 (L5 integrase) where the Kanamycin resistance cassette has been
replaced with a streptomycin resistance cassette

pLA155 containing papA3, mmpL 10, pE and fadD23 from M. abscessus
GDO01 under control of the native promoter

pCCK39 (L5 integrase, streptomycin resistance cassette) containing
fadD23 from M. abscessus GDO01 under control of a tet-inducible promoter.

5-CCACTGCGATCCCCGGGTACTGATGCCTGGCAGTCGATCGT

5-CGTCGCCGAGGGCTTGGTACGGCCGCGGTACCAGATCTT

5-TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCTTGTGGCCTCCTTGCGTC
5-ATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACCGAGAGGCTAGGCGAC

5-
GATTCGCCGCCCGAAATCACAGCGTGACTTGGACAAAACTATGACACC

5-GCGTTTAAACCTGCAGGCACCTAGGCGACGCCCACCGG
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RESULTATS

En permettant d’élucider un nouveau mécanisme de résistance chez M. abscessus, ces travaux ont servi
a isoler de nouveaux phages au spectre d’action élargi, permettant ainsi de proposer un traitement a
I’efficacité accrue face au variant R. Toutefois, I'expansion du spectre d’h6te n’est pas suffisante pour
pallier a la résistance des souches S et laisse par conséquent certains patients dans une impasse

thérapeutique.

La récente découverte d’un phage lytique spécifique des souches S par I’équipe du Pr P. Bifani (« National
University of Singapore ») pourrait ouvrir la voie vers le traitement de patients infectés par ces souches
et requiert une caractérisation approfondie de ce phage afin de valider son usage en tant qu’agent
thérapeutique. Ce phage dénommé Jabs est un Siphoviridae présentant la capacité unique, a notre
connaissance, d’infecter des souches S de M. abscessus. L'infection par ce phage entrainerait cependant
un fort taux de résistance des souches par divers mécanismes, et pourrait, dans certains cas, induire la
transition vers le morphotype R. Ces observations préliminaires suggérent une participation des GPL dans
le mécanisme d’action du phage que nous avons souhaitée évaluer grace a une collection de mutants
arborant ces lipides tronqués. Cette banque, initialement établie au sein de I’équipe [116,120] avait
permis de mettre en évidence I'impact du talose acétylé sur le morphotype bactérien. De ce fait, nous
avons décidé de nous concentrer sur le réle de ces acétyles dans la modification morphologique des
bactéries et potentiellement dans I'inaction du phage Jabs. L’'ensemble de ces travaux s’inscrivent dans le
second axe de mes objectifs de these. L’article ci-dessous présente la caractérisation structurale et

fonctionnelle de mutants de M. abscessus déficients dans I'acétylation des GPL.

Article 2. Multiple Mycobacterium abscessus O-acetyltransferases influence glycopeptidolipid structure
and colony morphotype. lllouz, M.*, Leclercq, L. D.*, Dessenne, C., Hatfull, G., Daher, W., Kremer, L., &
Guérardel, Y. (2023). The Journal of biological chemistry, 299(8), 104979.
https://doi.org/10.1016/j.jbc.2023.104979

*Ces auteurs ont contribué a parts égales

Afin d’évaluer, dans un premier temps, I'impact de I'acétylation sur la morphologie et sur la virulence de
M. abscessus, nous avons généré, par double recombinaison homologue, une batterie de mutants au sein
de la souche S de référence CIP104536" (Aatf1, Aatf2 et Aatfl, atf2). Malgré une délétion totale des deux
atf, I'analyse biochimique a révélé une persistance de I'acétylation des GPL suggérant une redondance

fonctionnelle. Une analyse bioinformatique nous a permis d’identifier deux atf paralogues situées en
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dehors du locus gp/, I'une étant codée par un prophage. Les nouveaux mutants ont validé la redondance
fonctionnelle supposée en démontrant une absence d’acétylation dans le quadruple mutant. Par ailleurs,
la délétion des Atf a induit des changements additionnels inattendus dans la structure des GPL (relatifs a
la glycosylation et a la méthylation) mais aussi des modifications de la morphologie des colonies
bactériennes. Aucune altération de la croissance ou de l'internalisation des souches par les macrophages
n’a cependant été remarquée. Malgré un impact vraisemblablement limité de 'acétylation des GPL sur
I'aptitude (« fitness ») de la souche, cette étude a permis de mettre en exergue la capacité de

M. abscessus a détourner et a tirer profit d’un géne codé par un prophage.

Ma contribution expérimentale lors de ces travaux a été de générer les différents mutants chez
M. abscessus, de réaliser I'analyse bioinformatique pour identifier les paralogues des génes atf et de
caractériser les phénotypes des souches in vitro. Avec I’aide du Dr Wassim Daher, nous avons également
évalué l'impact de l'acétylation sur l'internalisation par des macrophages et réalisé les analyses

guantitatives et qualitatives en microscopie.
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Mycobacterium abscessus causes severe lung infections.
Clinical isolates can have either smooth (S) or rough (R) colony
morphotypes; of these, S but not R variants have abundant cell
wall glycopeptidolipids (GPL) consisting of a peptidolipid core
substituted by a 6-deoxy-a-L-talose (6-dTal) and rhamnose
residues. Deletion of gtfl, encoding the 6-dTal transferase,
results in the S-to-R transition, mycobacterial cord formation,
and increased virulence, underscoring the importance of 6-
dTal in infection outcomes. However, since 6-dTal is di-O-
acetylated, it is unclear whether the gtfI mutant phenotypes are
related to the loss of the 6-dTal or the result of the absence of
acetylation. Here, we addressed whether M. abscessus atfl and
atf2, encoding two putative O-acetyltransferases located within
the gpl biosynthetic locus, transfer acetyl groups to 6-dTal. We
found deletion of atfl and/or atf2 did not drastically alter the
GPL acetylation profile, suggesting there are additional en-
zymes with redundant functions. We subsequently identified
two paralogs of atfl and atf2, MAB_1725c and MAB_3448.
While deletion of MAB 1725c and MAB 3448 had no effect on
GPL acetylation, the triple atfl-atf2-MAB_1725¢ mutant did
not synthetize fully acetylated GPL, and the quadruple mutant
was totally devoid of acetylated GPL. Moreover, both triple and
quadruple mutants accumulated hyper-methylated GPL.
Finally, we show deletion of atf genes resulted in subtle changes
in colony morphology but had no effect on M. abscessus
internalization by macrophages. Overall, these findings reveal
the existence of functionally redundant O-acetyltransferases
and suggest that O-acetylation influences the glycan moiety of
GPL by deflecting biosynthetic flux in M. abscessus.

Infections caused by non-tuberculous mycobacteria (NTM),
and particularly Mycobacterium abscessus, are globally on the
rise and remain difficult to treat due to their intrinsic
resistance levels to most antibiotic classes (1). M. abscessus is a

* These authors contributed equally to this work.
* For correspondence: Yann Guérardel, yann.guerardel@univ-lille.fr; Laurent
Kremer, laurent.kremer@irim.cnrs.fr.
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fast-growing bacteria, increasingly acknowledged as an
emerging human pathogen, responsible for skin, soft tissue (2),
and lung infections, mostly in patients with underlying lung
disorders, such as patients with cystic fibrosis (CF) (3, 4).
M. abscessus displays either smooth (S) or rough (R) colony
morphotypes to which distinct in vitro and in vivo phenotypes
can be assigned. S variants are typified by the production of
surface-associated glycopeptidolipids (GPL), which are lacking
or produced at low levels in the R variants (5-7).

GPL are complex lipids (Fig. 14) comprising a D-Phe-D-
alloThr-D-Ala-L-alaninol peptide core assembled by the ac-
tion of two non-ribosomal peptide synthetases, Mpsl and
Mps2, and acylated with a 3-hydroxy/methoxy C,,—Cs3 fatty
acid (8-10). It was recently shown that alaninol can be
replaced by branched amino-alcohol valinol or leucinol (11).
The resulting lipopeptide is glycosylated with 6-deoxy-a-L-
talose (6-dTal) on the allo-Thr residue by the action of the
glycosyltransferase Gtfl, while the alaninol is substituted by a
a-L-rhamnose (Rha) by Gtf2, resulting in the production of the
less-polar diglycosylated GPL molecules, designated GPL-2a.
In addition to GPL-2a that contains a 3,4-di-O-acetylated 6-
dTal and a 3,4-di-O-methylated or 2,3,4-tri-O-methylated
Rha (8, 12—14), M. abscessus also produces a more polar GPL,
designated GPL-3, through the addition of a 2,3,4-tri-hy-
droxylated Rha to the alaninol-linked 3,4-di-O-methyl Rha, a
reaction catalyzed by glycosyltransferase Gtf3 (15). GPL-3 is
structurally identical in M. abscessus and Mycobacterium
smegmatis but is more abundant in M. abscessus (8). Once
synthesized, GPL-2a and GPL-3 are translocated across the
inner membrane by the MmpL4a/Mmpl4b transporters
(16-19) and inserted into the outer leaflet of the mycomem-
brane where they are exposed to the surface of the bacilli (20).

Numerous studies showed that the presence or loss of GPL
influences susceptibility to antibiotics, sliding motility, biofilm
formation (5, 7, 16, 21-23), bacterial surface hydrophobicity
(20, 24), cord formation (5, 16, 25, 26), interaction with host
macrophages (13, 27), and induction of pro-inflammatory re-
sponses (28). The role of S/R morphotypes to influence disease
outcomes is supported by cellular and animal models,
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Figure 1. Prediction of GPL acetyltransferases in M. abscessus. A, the two major structures of GPL are schematized with a lipid chain (green), a peptide
core (blue), and a glycan moiety (pink). Tri-glycosylated GPL, designated GPL-3, is composed of a 6-dTal and two Rha residues. Di-glycosylated GPL,
designated GPL-2a, possesses only one Rha. The acetyl groups on the C3 and C4 positions of 6-dTal are highlighted by a red circle. Internal Rha residues are
methylated in C3 and C4 positions. B, M. smegmatis and M. abscessus gpl loci encode enzymes for the synthesis, modification, and transport of GPL.

indicating increased pathogenesis of R forms relative to S
forms (16, 26, 29, 30). In particular, in the zebrafish model of
infection, the S-to-R transition is associated with increased
bacterial loads, production of mycobacterial cords, abscess
formation, and enhanced larval mortality (29). Understanding
the molecular mechanisms behind the switch from S to R
morphotype is of paramount importance and clinically rele-
vant as evidenced by epidemiological surveys highlighting the
predominance of R strains in patients with severe lung diseases
and chronic colonization of the airways in CF patients (31, 32).
Genomic and transcriptomic analyses originally revealed the
presence of various insertions or deletions in the R strains,
mostly found in mpsI, mps2, and mmpL4b genes participating
either in the biosynthesis or transport of GPL and responsible
for the S-to-R transition in M. abscessus (33—35). A recent in-
depth dissection study of the GPL glycome provided insights
into the biological function of the different monosaccharides
and demonstrated that deletion of either gifl or g¢f2 (but not
gtf3) resulted also in the S-to-R transition with enhanced
cording and increased virulence in zebrafish embryos (15).
These findings emphasize the importance of 6-dTal in infec-
tion outcomes and in the interaction with host macrophages.
However, because 6-dTal is diacetylated, it is not known
whether the phenotypes associated with gtfl deletion are a
direct consequence of the absence of the 6-dTal or caused by
the loss of the 6-dTal-substituted acetyl groups. In addition,
whether the presence/absence of 6-dTal acetylation influences
the GPL structure is not well understood. Thus, the identifi-
cation of the O-acetyl transferases (Atf) and the contribution
of O-acetylation to the overall GPL structure and biological
function in M. abscessus remain to be established.

2 J Biol. Chem. (2023) 299(8) 104979

The aim of this study was to further advance our under-
standing of the genetic requirements for the biosynthesis and
biological functions of the high-GPL-producing variants by
focusing on the Atf-related enzymes involved in GPL O-
acetylation. Bioinformatics and genetic studies were combined
to identify and generate single and multiple deletion mutants
lacking one to four atf genes and further characterized by
functional complementation studies followed by detailed
biochemical and structural lipid analyses. These mutants were
also exploited to address the contribution of O-acetylation
during the synthesis of GPL, their role in bacterial morphology
and internalization of M. abscessus in human macrophages.

Results
Generation of atf1 and atf2 acetyltransferases deleted strains

While previous studies aimed at deciphering the contribution
of the different moieties composing GPL (O-methylation of the
lipid core (24) or glycosylation of the peptide backbone (15)) to
the biological functions of this glycolipid, the importance of GPL
acetylation on C3 and C4 positions of the 6-dTal of GPL-2a and
GPL-3 (Fig. 1A) remains unsolved. The M. abscessus gpl
biosynthetic locus encompasses two genes coding for putative
acetyltransferases, referred to as atfl (MAB_4106¢) and atf2
(MAB_4110c) (8), contrasting with M. smegmatis which pos-
sesses a single atfgene (MSMEG_0390) (36) (Fig. 1B); all of these
are predicted to be membrane-localized and contain ten putative
transmembrane domains. To investigate the contribution and
biological functions of Atfl and Atf2 in GPL synthesis, atfI and
atf2 were deleted either individually or simultaneously in a high-
GPL-producing M. abscessus S variant (CIP104536T; identical to
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ATCC19977), using an unmarked deletion system that allows
multiple gene deletions in M. abscessus (37). In brief, the strategy
involves double homologous recombination leading to the
deletion of the atfI and/or atf2 open reading frames from the gp/
locus, based on the pUX1-katG suicide vector (Table S1) car-
rying a kanamycin resistance (kan”) cassette, a tdTomato fluo-
rescence marker, and a katG cassette that confers susceptibility
to isoniazid (INH) in M. abscessus. The DNA segments flanking
atfl or atf2 were cloned into pUX1-katG, yielding pUX1-katG-
atfl and pUX1-katG-atf2 (Fig. S1A). Transformants that inte-
grated the plasmids into their specific loci via homologous
recombination were selected for resistance to kanamycin and
had visible red fluorescence. After a second homologous
recombination event, loss of the plasmid resulted in the recovery
of Aatfl (designated Al) and Aatf2 (designated A2) non-
fluorescent colonies that were INH-resistant and Kan-
susceptible. PCR/sequencing of the progenitor and the deletion
strains using primers listed in Table S2, confirmed the genotype
of these atf mutants (Fig. S1B). Functional complementation of
Al and A2 was done through specific integration at the attB
chromosomal site (38) of an intact copy of atfI and atf2 with an
HA-tag placed at the 3'-end and under the control of the /sp60
promoter (Fig. S2A). Western blotting of the crude lysates using
anti-HA antibodies was carried out by loading equal amounts of
proteins (confirmed by the KasA protein internal control)
(Fig. S2B). This revealed the presence of single bands, corre-
sponding to Atfl-HA and Atf2-HA, although these proteins
migrated slightly faster than their predicted sizes, validating their
expression in the complemented Al and A2 strains.

Deletion of atf1 and/or atf2 does not suppress GPL acetylation

To qualitatively analyze the impact of atfl and/or atf2
deletion, we analyzed the GPL from WT, Al, A2, and Al1,2
strains (Table S3). GPL was prepared by sequential extraction
of apolar and polar lipid fractions and analyzed by thin-layer
chromatography (TLC). Apolar fractions all exhibited similar
profiles (Fig. S3A) and were not further studied. In contrast,
the GPL profiles in polar fractions of Al, A2, and Al1,2 differed
from the parental S strain (Fig. 24), whereas other glycolipids
are expressed at similar levels (Fig. S3B). In particular, the
band intensity of GPL-2a significantly decreased in Al, A2, and
A1,2 compared to WT. TLC analysis also showed an increased
intensity for a set of bands with slower mobility, potentially
more polar than GPL-3, in all three mutants; this was more
pronounced in Al1,2 (Fig. 2A, gray arrowhead).

The MALDI-MS spectrum of polar fraction from the WT
strain reveals the presence of a complex set of GPL dominated
by multiple isomers of GPL-3 (major signals at m/z 1404 and
1432) and GPL-2a (major signals at m/z 1258 and 1286)
(Fig. 2B), as reported previously (13, 15, 24, 39). The presence
of di-O-acetylated GPL-3 was confirmed in all four samples by
MS/MS analysis of the parent m/z 1404 ion that produced the
diagnostic fragment ion M-248 at m/z 1156, typifying the loss
of 3,4 di-O-acetylated 6-dTal (Fig. 2C). Detailed analysis of the
fragmentation spectra showed several fragment ions with 28
a.m.u. differences that originate from either the variation in the
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length of the lipid chain (Cy¢ or Cyg) or the variation in the
peptide sequence (alaninol or valinol), generating intrinsic
heterogeneity of GPL-3, designated Ala-Cyg or Val-Cyg
(Fig. 2C). It should be noted that the internal Rha residue
linked to the amino alcohol is 3,4 di-O-methylated. MS/MS
analysis of the signal at m/z 1404 in all four strains resulted in
the same fragmentation spectrum, demonstrating that Al and
A2 synthesize similar di-O-acetylated GPL-3 (Fig. S4A).
Comparable observations were made with the isomeric
structure of GPL-3 at m/z 1432 (Fig. S4B). As for GPL-3, GPL-
2a was observed in all four strains with similar structures.
However, in accordance with the TLC analysis, the intensity of
GPL-2a MS signals at m/z 1258 and 1286 was strongly
decreased in A2 and Al,2 when compared to the GPL-3 signals
at m/z 1404 and 1432 (Fig. 2B) but not in Al (Fig. S5).
Importantly, the complementation of Al and A2 restored the
parental GPL profile (Fig. S3C). At this stage of the study, we
could not identify the product accumulating in Al, A2 and
A1,2 (Fig. 24, grey arrowhead) due to spectral overlap but this
was later identified as mono-O-acetylated GPL-3 (see below).

Together, these observations show that the single and
double disruptions of atfl and atf2 induced moderate under-
acetylation of GPL-3 associated with an unexpected reduc-
tion of GPL-2a amounts compared to GPL-3, which was more
pronounced in the absence of atf2.

Bioinformatic analyses identify two atf paralogues in
M. abscessus

The fact that the acetylation profile was incompletely modified
in A1,2 raised the possibility of additional enzymes with redun-
dant functions, encoded by genes outside of the gp/locus. BLAST
analyses using either Atfl or Atf2 as queries identified two pu-
tative acetyltransferase candidates, encoded by MAB_1725¢ and
MAB_3448, respectively. Interestingly, MAB_1725c is part of a
previously identified prophage (designated prophiATCC19977-
1) in M. abscessus ATCC19977 (Fig. 3A) and can spontaneously
induce to give viable phage particles (40, 41). The prophage is
integrated into attB-5 overlapping a host tRNA gene and has
113 predicted coding sequences (35, 40, 41). In contrast,
MAB_3448 belongs to a cluster of genes coding for proteins with
unknown function or expressing lipolytic activity, such as
MAB_3447c or MAB_3452c (Fig. 3A). Multiple amino acid
alignments show the high sequence conservation between all
four proteins (Fig. 3B). MAB_1725c shares 65% and 53% identity
with Atfl and Atf2 while MAB_3448 shares 66% and 57%
identity with Atfl and Atf2, respectively. MAB_1725c¢ and
MAB_3448 share 79% identity (Fig. 3C). This high sequence
conservation suggests these enzymes may be functionally
redundant. Like Atfl and Atf2, MAB_1725c and MAB_3448 are
predicted to be membrane localized.

Loss of atf1, atf2, MAB_1725c, and MAB_3448 severely
impact the GPL composition

To investigate the potential contribution of MAB_1725c and
MAB_3448 to GPL acetylation, these genes were individually
or simultaneously deleted in M. abscessus using the genetic

J. Biol. Chem. (2023) 299(8) 104979 3
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Figure 2. The GPL profile varies according to deleted acetyltransferases. A, TLC analysis of the polar lipid fraction of wild-type (WT) and acetyl-
transferases mutant strains. Previously characterized GPL-2a and GPL-3 mobility (15, 24) are shown on the left side (2a and 3); newly observed accumulating
GPL are marked on the right side as white, grey, and black arrowheads; diacyl-trehalose isomers (DAT) identified by NMR are highlighted with an asterisk. B,
MALDI-MS spectra in positive mode of the polar lipid fraction of wild-type (WT) and selected acetyltransferases mutant strains. Previously characterized GPL-
2a and GPL-3 (15, 24) MS signals are shown on top of the spectra. C, MS? fragmentation spectrum of the selected parent ion at m/z 1404. Fragmentation
patterns are illustrated for two GPL-3 isomers with alaninol and Cyg lipid (Ala-Cyg) or valinol and Cye lipid (Val-Cy6). Each one produces the same fragment
ions when di-O-acetylated 6-dTal and/or Rha are lost, but Y fragments ions are shifted by 28 a.m.u. along the peptidic backbone.

approach employed to generate Al and A2, leading to A1725¢, TLC (Fig. 2A) as well as MALDI-MS profiling (Fig. S5) of
A3448, and A1725c,3448 (Table S3 and Fig. S1C). The de- A1725c, A3448, and A1725c¢,3448 closely mirror the WT
letions were confirmed by PCR/sequencing (Fig. S1D and pattern, demonstrating that MAB_1725¢ and MAB_3448 are
Table S2), and the mutants were subjected to lipid analyses. not essential for acetylation of GPL in a WT strain. Next, we
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Figure 3. Paralogues of atf1 and atf2 are present in the M. abscessus genome. A, genomic organization around the two putative acetyltransferases
encoding genes, MAB_1725¢c and MAB_3448. B, alignment of the protein sequence of the M. smegmatis GPL acetyltransferase (Atf) with the putative
M. abscessus GPL acetyltransferases. C, cross-tabulation of the percentage of identity between the five acetyltransferases.

tested the possibility that these enzymes express redundant
activities with Atfl and/or Atf2 by comparing the GPL profiles
of A1, A2, A1,2 with A1,2,1725¢c and A1,2,3448 as well as in the
quadruple mutant (A1,2,1725¢,3448) lacking the four genes.
A1,2,3448 showed by TLC and MALDI-MS analyses a GPL
profile comparable to Al1,2 (Figs. 24 and S5). Conversely,
A1,2,1725¢ exhibited a different profile characterized by a
strong reduction of GPL-2a and GPL-3 but with a concomitant
increase in the intensity of the lower Rf bands (Fig. 2A).
Furthermore, two intense sets of bands appeared just below
the GPL-3 (Fig. 24, white and gray arrowheads) and one

SASBMB

between GPL-3 and GPL-2a (Fig. 24, black arrowhead), sug-
gesting that biosynthetic intermediates accumulate concomi-
tantly to the disappearance of the final products. A similar
trend was observed in A1,2,1725¢,3448, culminating with the
total disappearance of GPL-2a and GPL-3 bands (Fig. 2A4). The
polar glycolipid content was also assessed by TLC using other
developing solvents, but no significant changes outside GPLs
were observed (Fig. S3, D and E). Consistently, MALDI-MS
spectra of Al1,2,1725c¢ and Al,2,1725c,3448 displayed very
different profiles to the WT strain, characterized by the strong
reduction of GPL-3 signals at m/z 1404 and 1432 in the former
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and their complete disappearance in the latter (Fig. 2B). The
MALDI-MS spectrum of A1,2,1725c showed a new cluster of
signals dominated by a pair of ions at m/z 1362 and 1390,
tentatively identified as mono-O-acetylated GPL-3 based on a
42 am.u reduction compared to GPL-3 signals at m/z 1404
and 1432. A cluster of ions from m/z 1320 to 1362 was
identified in Al1,2,1725¢,3448 (Fig. 2B), requiring further
investigation.

M. abscessus lacking atf1, atf2, MAB_1725c, and MAB_3448
produce non-acetylated and hyper-methylated GPL

To explore the complex nature of the structural modifica-
tions observed in the different mutant strains, we first focused
on the quadruple mutant. Indeed, deletion of all four atf genes

induced substantial biochemical alterations, resulting in the
simplest GPL profile of all studied mutants, characterized by
the accumulation of three lipids, as observed on the TLC
(Fig. 24, black, gray, and white arrowheads). The structures of
these three components were individually determined in order
to provide the basis for analyzing the more complex triple
mutant. First, the polar lipid fraction isolated from the
quadruple mutant was separated by preparative TLC into three
fractions, referred to as A1,2,1725¢,3448-F1, A1,2,1725¢,3448-
F2 and A1,2,1725¢,3448-F3 (Fig. 4A). A1,2,1725¢,3448-F1,
which co-elutes with di-acyl trehalose (DAT), showed two
major ions at m1/z 1320 and 1348 on the MALDI-MS spectrum
(Fig. 4B), tentatively attributed to non-acetylated GPL-3 based
on the 84 a.m.u decrease from ions #/z 1404 and 1432. MS>
fragmentation confirmed that the GPL signal at m1/z 1320 was
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Figure 4. GPL from M. abscessus A1,2,1725c and

A1,2,1725¢,3448 are under-acetylated and hyper-methylated. A and B, GPL profile of

A1,2,1725¢,3448; (C and D) GPL profile of A1,2,1725¢c. A and C, TLC analyses of A1,2,1725c and A1,2,1725¢,3448 before and after separation in three (F1-F3)
or four (F1-F4) fractions, respectively, as compared with wild-type (WT). White, grey, and black arrowheads correspond to the accumulating products
observed on TLC plates of total polar fractions. B and D, MALDI-MS spectra of A1,2,1725¢,3448-F1 to F3 and A1,2,1725¢-F1 to F4 following the separation of
total polar fractions. Increasing m/z values are associated with additional acetyl group (yellow star) on the 6-dTal and O-methyl groups (red circles) on the
terminal Rha. GPL schemes are drawn according to single-letter amino-acids code and SNFG nomenclature.
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made of two GPL-3 isomers Ala-C,g and Val-C,¢, substituted
by non-acetylated 6-dTal and Rha residues, owing to the
observation of signals M-6dTal at m/z 1156 and M-Rha at m/z
1174, respectively (Fig. S6A). The GPL signal at m/z 1348 was
identified as a GPL-3 isomer Val-C,g substituted by identical
monosaccharides (Fig. S6B). A1,2,1725c,3448-F2 comprises
two bands with intermediate Rf between A1,2,1725c,3448-F1
and GPL-3 (Fig. 44). MALDI-MS analysis showed a group of
three intense ions dominated by the ion at m/z 1334 (Fig. 4B).
MS? fragmentation generated a signal at 71/z 1170 indicative of
the loss of non-acetylated 6-dTal as well as a M-160 ion at m/z
1174, indicative of the loss of terminal mono-O-methyl Rha
from non-acetylated GPL-3 isomers Ala-C,g and Val-Cyg
(Fig. S7A). Parent ion at m/z 1362 displayed a similar MS?
pattern, highlighting the loss of non-acetylated 6-dTal and
mono-O-methyl Rha, which typifies a GPL-3 Val-C,g form
(Fig. S7B). It should be noted that tri-O-methylated GPL-3
with identical signal at m/z 1334 was previously reported in
M. smegmatis (42). Finally, A1,2,1725c,3448-F3 was charac-
terized as a single high mobility band on TLC, associated to a
set of major ions at m/z 1334, 1362 and 1390 on MALDI-MS
(Fig. 4, A and B). The 28 a.m.u increase in the parent ion over
A1,2,1725¢,3448-F2, coupled with the Y2-fragment ion
generated by MS/MS at m/z 531, suggested the presence of
two additional O-methyl groups. These were located on the
terminal Rha owing to the MS® fragmentation of the Y2 ion at
m/z 531 that generated a secondary fragment M-188 ion at m/
z 343, confirming the presence of a terminal tri-O-methyl Rha
on GPL-3 Ala-C,g (Fig. S8A). Similar MS> fragmentation
patterns were observed for parent ion at m/z 1390, which
typifies GPL-3 Ala-C3o and Val-Cyg isobars with terminal tri-
O-methyl Rha (Fig. S8B). The presence of tri-O-methyl Rha
was then confirmed by GC/MS analysis as demonstrated
below.

Together, these data demonstrate that the quadruple
mutant A1,2,1725¢,3448 completely lost the ability to synthe-
size acetylated GPL but accumulated a set of non-acetylated
GPL-3 isomers substituted by two, three or five methoxy
groups (Fig. 4B).

M. abscessus lacking atf1, atf2, and MAB_1725c synthesizes
mono-O-acetylated GPL-3

Next, we examined in detail the GPL pattern of the triple
A1,2,1725¢ mutant that showed a more complex pattern than
the quadruple A1,2,1725¢,3448 mutant, presumably because of
the presence of partially acetylated products. The polar lipids
from A1,2,1725¢ were separated by preparative TLC into four
fractions, designated A1,2,1725¢-F1 to A1,2,1725¢-F4 (Fig. 4C),
and subjected to MALDI-MS and MS/MS analysis (Fig. 4D).
Fraction A1,2,1725c-F1 was identified as non-acetylated GPL-
3 with a terminal Rha residue based on identical Rf, MALDI-
MS, and MALDI-MS? fragmentation patterns than
A1,2,1725¢,3448-F1 (Figs. 4, C and D; Fig. S9, A and B).
Similarly, based on TLC mobility, MS, MS?, and MS> analyses
(Figs. 4, C and D and S8C), Al1,2,1725c-F4 was identified as
non-acetylated GPL-3 Ala-C,g with a terminal tri-O-methyl
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Rha, as observed in Al,2,1725c,3448-F3. In contrast,
A1,2,1725¢c-F2 and A1,2,1725c-F3 were shown to contain
differently methylated mono-O-acetylated GPL-3 species. In
particular, A1,2,1725¢-F2 was characterized by a set of three
ions dominated by a signal at m/z 1362 (Fig. 4D). MS? analysis
of parent ion at m/z 1362 showed the presence of a complex
mixture consisting of two major GPL-3 isomers with valinol-
or alaninol-containing peptides identified as mono-O-acety-
lated GPL-3 Val-Cys and GPL-3 Ala-C,g substituted by
terminal Rha residues (Fig. S10A). Alaninol- and valinol-
containing peptides were differentiated by simultaneous
detection of fragment ions at m/z 489 and 517 and those
resulting from the cleavage of terminal glycosidic linkages at
m/z 1156 and 1216. The second major ion in A1,2,1725c-F2
observed at m/z 1390 was identified as mono-O-acetylated
GPL-3 Val-Cyg according to primary fragment M-206 at m/z
1184 while the fragment M-146 at m/z 1244 confirmed the
presence of a terminal Rha residue (Fig. S10B). Fraction
A1,2,1725¢-F3, that is exclusively observed in Al1,2,1725c
showed three major ions at m/z 1348, 1376, and 1404 by
MALDI-MS (Fig. 4D) that were further subjected to MS? and
MS? experiments. Of interest, the MS?* spectrum of parent ion
at m/z 1376 yielded signals at m1/z 1170 and 1216 generated by
the cleavage of terminal mono-O-acetylated 6-dTal and mono-
O-methyl Rha residues (Fig. S114), as confirmed by MS?
fragmentation of ion at m/z 1170. MS® Y2-fragment ions at 11/
z 503 or 531 and secondary fragments produced by Y3-
fragments at m/z 792 or 820 typified two GPL-3 isomers
Val-Cy¢ and Ala-Cyg, both characterized by the presence of
mono-O-acetylated 6-dTal and terminal mono-O-methyl Rha.
The 28 am.u higher mass ion at m/z 1404 was similarly
identified as GPL-3 Val-C,g based on MS? analysis (Fig. S11B).
The exclusive presence of O-acetyl groups in fractions
A1,2,1725¢-F2 and A1,2,1725¢-F3 was further confirmed by "H
NMR analyses that showed a clear signal attributable to CHs-
CO- group at 82.14 ppm (Fig. S12). However, detailed NMR
analysis of mono-acetylated GPL-3 did not reveal the exact
position of the acetyl group due to the low relative amount of
purified compound and possible heterogeneity caused by
concomitant acetylation and methylation (data not shown).
Overall, detailed GPL mapping in the multiple atf-deleted
strains established that the loss of at least three atf genes
presents inside and outside the gpl locus is required to
significantly reduce GPL acetylation while disruption of all
four atf genes is needed to abrogate GPL acetylation in
M. abscessus.

Deletion of all four atf genes disturbs the synthesis of GPL
glycan moiety

To address whether acetylation or acetyltransferases
expression regulates the synthesis of GPL glycan moiety, the
relative quantity of each deoxyhexose was determined in the
various aff mutants. To do so, GPL was first chemically
deacetylated to afford a complete purification from acyl ester
glycolipids such as trehalose-based compounds, in particular
DAT. Then, the monosaccharide composition of the resulting
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purified deacetylated GPL (dGPL) was established by GC/MS
(Fig. 5A). This revealed that the overall proportion of Rha
residues slightly increased in all mutants lacking azf2 (below
60% in WT and up to 65% in A1,2,1725¢,3448) but remained
unchanged in all other mutants as well as in the A2-
complemented strain. In agreement with the above-
mentioned data, GC/MS analysis revealed the presence of
about 3% 23,4 tri-O-methyl Rha in A1,2,1725c¢ and
A1,2,1725¢,3448, but not in the other strains.

As saponification releases the acetyl groups, the migration
of the resulting dGPL on TLC exclusively relies on the
rhamnan moiety (Fig. 5B) which considerably simplifies the
migration pattern as compared to their corresponding native
GPL (Fig. 2A). Standard dGPL-3 and dGPL-2a were obtained
by saponification of GPL-3 and GPL-2a (Fig. S13A) while
standard deacetylated tri- and penta-O-methylated-GPL-3
were obtained from A1,2,1725¢,3448-F2 and F3 (Fig. S13B).
Based on the mobility of those standard molecules, the TLC
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Figure 5. Deletion of the atf genes alters the GPL pattern. A, monosaccharide composition of purified deacetylated GPL. The relative proportion of Rha
residues increased in all mutants lacking atf2, as well as O-methyl Rha residues in A1,2,1725c and A1,2,1725¢,3448. B, TLC of the saponified polar lipid
fraction highlights important GPL modifications in all mutants deleted in atf1 and atf2 genes. Deacetylated dGPL-2a and dGPL-3 were attributed owing to
saponification of the purified GPL-2a and GPL-3 as well as purified fractions from A1,2,1725c and A1,2,1725¢,3448 (Fig. S13, A and B). The composition of
rhamnan moiety is shown to the right of the TLC. C, dGPL-2a/dGPL-3 ratios in all mutant strains were established by integrating relative intensities of ions at
m/z 1174 versus 1320 as well as 1202 versus 1348. In all mutants lacking atf2 gene, the relative proportion of GPL-2a is significantly reduced. Median values
are shown and results (n = 8) were analyzed using the Friedman t test. *p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001. D, proposed biosynthetic pathway of GPL
modification by glycosylation (gtf), acetylation (atf), and methylation (rmt). Acetyl groups are illustrated by yellow stars on the 6-dTal and O-methyl groups
by red circles. All four identified acetyltransferases show partial overlapping activities. Atf1 produces a mono-O-acetylated GPL-3 while Atf2 catalyzes the
transfer of the second acetyl group. MAB_1725c and MAB_3448 are likely to be active on both non-acetylated and mono-O-acetylated GPL, although with
different efficiencies. The rhamnosyltransferase Gtf3 is thought to be more active on non-acetylated substrates (indiciated by a thick arrow), which would
explain the accumulation of under-acetylated GPL-3, which in turn, serves as a substrate for rhamnosyl-methyltansferases (Rmt) to synthesize the over-
methylated GPL-3 species. Under-acetylated GPL-2a (in brackets) are not observed in any of the studied strains as they represent biosynthetic in-
termediates that do not accumulate.
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analysis of deacetylated GPL fractions confirmed that the
relative quantity of dGPL-2a was strongly decreased in all atf2-
deficient mutants, with a complete loss of dGPL-2a in the
quadruple mutant (Fig. 5B). Simultaneously, di-, tri-, and
penta-O-methylated dGPL-3 strongly accumulated. The
impact of atf deletion on reduced dGPL-2a production was
quantified by computing the integration values of MALDI-MS
diagnosis ion signals at m/z 1320 and 1348 for dGPL-3 and
1202 and 1174 for dGPL-2a (Fig. S13C). Determination of the
dGPL-2a/dGPL-3 ratio clearly indicated that the deletion of
atf2 was sufficient to reduce, by at least 10-fold, the relative
quantity of GPL-2a with respect to GPL-3 (Fig. 5C). In com-
parison, the individual deletion of atfl, MAB_1725c, or
MAB_3448 failed to or only marginally reduced the GPL-2a
content.

To investigate the specificity of the individual acetyl-
transferases in M. abscessus, each gene was reintroduced into
the A1,2,1725¢,3448 quadruple mutant and the corresponding
GPL profiles were analyzed. Western blotting using anti-HA
antibodies clearly indicated that all four proteins were pro-
duced in the Al1,2,1725¢,3448 mutant, albeit at different levels
(Fig. S2C). As shown by TLC and MS analyses, expression of
the individual genes, with the exception of atf2, significantly
altered the GPL profiles as compared to the A1,2,1725¢,3448
quadruple mutants, but did not modify the apolar lipid pattern
(Fig. S14, A and B). TLC and MS analysis of the deacetylated
GPL fractions of the four mutant strains were dominated by
dGPL-3 as in the parental Al1,2,1725¢,3448 mutant strain,
confirming that the expression of individual genes only im-
pacts on acetylation (Figs. S13C and S14C). Moreover, the
expression of the single acetyltransferases did not rescue the
WT expression level of GPL-2a. Analysis of the native GPLs of
the Atfl-expressing strain showed that it accumulates mono-
O-acetylated GPL-3, demonstrating that Atfl can transfer a
single acetyl group onto unacetylated GPL3, but appears to be
unable to use the produced mono-O-acetylated GPL-3 as a
substrate (Fig. S14, B and C). In contrast, the GPL profile of the
strain expressing Atf2-shows predominantly deacetylated and
hypermethylated GPL3 as in the quadruple mutant, suggesting
that Atf2 cannot use a non-acetylated substrate (Fig. S14, B
and C). The unique expression of MAB_1725c or MAB_3448
correlates with the disappearance of non-acetylated GPL3 and
the concomitant synthesis of mono- and di-O-acetylated
GPL3. This demonstrates that both gene products are capable
of catalyzing the acetylation of non-acetylated or mono-O-
acetylated substrates, although with different efficiencies, with
the strain expressing MAB 1725c showing greater complete-
ness for GPL acetylation.

Disruption of acetyltransferases influences colony
morphology but not the uptake of M. abscessus by
macrophages

It is well established that the absence or the presence of GPL
determines the morphotype of M. abscessus colonies on agar
medium (5, 16, 33). In addition, that a g¢fI mutant lacking
6-dTal acquires a rough morphotype (15), prompted us to
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compare the colony morphology of the single, double, triple,
and quadruple atf mutants. Observation of individual colonies
on Tryptic Soy agar failed to reveal morphological differences
in Al, A1725c, A3448 and A1725c,3448 and all appeared
similar to the parental S strain (Fig. 6A); none of these have
altered acetylation patterns. Unexpectedly, A2 and Al,2
showed a different morphology than the parental S strain but
distinct from the typical rough and dry features of the R strain.
Strains A1,2,1725¢, A1,23,448, and Al1,2,1725¢,3448 all
exhibited morphological differences, possibly as a consequence
of the reduced GPL-2a/GPL-3 ratio (Fig. 6A). In contrast to
the Agtfl mutant lacking 6-dTal with a pronounced corded
phenotype (15), none of the acetylation mutants displayed the
typical serpentine cords of the R variant (data not shown),
suggesting that the corded structure of Agtfl is primarily
caused by the loss of the 6-dTal rather than by the absence of
the acetyl substituents. Similar to the M. abscessus R strain,
only mutants lacking azf2 rapidly sedimented in liquid culture,
again underscoring a possible role of the reduced GPL-2a/
GPL-3 ratio in bacterial aggregation (Fig. 6B). The in vitro
growth curves of the aff mutants in 7H9 broth at 37 °C were
comparable to the one of the parental S strain, reaching a
plateau after 2 days (Fig. 6C). This suggests that the single or
multiple deletions of the atf genes do not influence the repli-
cation rate of M. abscessus in planktonic cultures.

We next infected human THP-1 macrophages for 3 h
with M. abscessus S, Al,2, A1,2,1725c, Al,2,3448, and
A1,2,1725¢,3448 prior to assessing phagocytosis by CFU count-
ing. As shown in Figure 6D, all strains were equally taken up by
macrophages, suggesting that GPL acetylation is not required for
the internalization of M. abscessus by macrophages. To confirm
these observations, we determined the contribution of GPL
acetylation in phagocytosis using acetylated versus deacetylated
GPL-2a and acetylated versus deacetylated GPL-3-coated
fluorescent beads. Quantification of the proportion of bead-
containing cells indicated that macrophages internalized signif-
icantly more GPL-2a-coated beads than uncoated beads (Fig. 6E).
As reported previously, THP-1 cells phagocytosed more GPL-3-
coated beads than GPL-2a-coated beads, thus highlighting the
contribution of the terminal Rha in this process (15). However, no
significant differences between dGPL-2a versus GPL-2a or
between dGPL-3 versus GPL-3 were noticed (Fig. 6E). High-
resolution confocal imaging confirmed the intracellular locali-
zation of the different GPL-counted beads (Fig. 6F).

Overall, the structure-function comparison using either
whole bacilli or purified GPL beads suggests that acetylation of
6-dTal is not essential for the uptake of M. abscessus by
macrophages.

Discussion

Acetylation of GPL has been proposed to regulate various
biological processes such as sliding motility and biofilm for-
mation in M. smegmatis (36) or macrophage apoptosis in
M. abscessus through the interaction of di-O-acetylated GPL
with mitochondrial cyclophilin D (13). While M. smegmatis
produces essentially di-glycosylated GPL-2, M. abscessus
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Figure 6. Impact of GPL acetylation on bacterial growth, morphology and sedimentation. A, colony morphology of the wild-type M. abscessus smooth
and rough strains, atf mutants, and complemented strains. Scale bars represent 1 mm. Scale bar of inset represents 0.2 mm. B, sedimented bacterial
aggregates are indicated by arrows. C, growth curve of reference strains (S and R), A1,2, A1,2,1725c¢, A1,2,3448, and A1,2,1725¢,3448 at 37 °C for 5 days with
agitation. The experiment was performed three times. D, internalization by macrophages of different atf mutants and wild-type strain (S) after 3 h of
infection (MOI 2:1). Intracellular bacteria are expressed as CFU/ml and error bars represent standard deviations. Four independent experiments performed in
triplicate are plotted on the graph and analyzed using the two-tailed Mann-Whitney t test. E, the influence of GPL acetylation in macrophage infection was
evaluated with fluorescent beads coated with di- (GPL-2a) or tri-glycosylated (GPL-3) GPL, either di- or deacetylated (dGPL) using ten beads/cell. Non-coated
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synthesizes equivalent amounts of GPL-2a and GPL-3, which
can be easily distinguished by TLC and mass spectrometry.
Previous work demonstrated that disruption of the unique atf
gene in M. smegmatis abolished di-O-acetylated GPL-2 syn-
thesis (8, 36). However, in the present work, our attempts to
quantitatively inhibit GPL acetylation in M. abscessus by
simultaneously deleting atfl and atf2, located within the gp/
biosynthetic locus, were unsuccessful despite the fact that Atfl
and Atf2 sequentially transfer acetyl groups to 6-dTal when
overexpressed in the M. smegmatis atf mutant (8). Indeed,
single and simultaneous disruptions of atfI and atf2 genes only
resulted in a slight decrease of GPL acetylation. These obser-
vations challenge the initial hypothesis that atfI and atf2 are
sufficient to sequentially add the two acetyl groups on the 6-
dTal in M. abscessus. Unexpectedly, disruption of atf2
induced a notable decrease of di-O-acetylated GPL-2a corre-
lating with an accumulation of mono- and di-O-acetylated
GPL-3. Since all mutants lacking atf2 sedimented efficiently in
liquid culture, similarly to M. abscessus R, it may be proposed
that this aggregation property is linked to the increased pro-
portion of GPL-3 over GPL-2a. This hypothesis is strength-
ened by the fact that M. abscessus S overproducing the
rhamnosyl-transferase Gtf3, also associated with an increased
GPL-3/GPL-2a ratio, aggregated rapidly in liquid culture like
the original R strain (15).

We posit here the existence of additional acetyltransferases,
encoded outside the gpl/ locus, capable of functionally
substituting Atfl and Atf2. To advance our understanding of
the GPL acetylation genetic requirements, two additional Atf-
related enzymes potentially involved in GPL O-acetylation
were identified, MAB_1725¢ and MAB_3448. Whereas indi-
vidual or simultaneous deletion of these genes did not signif-
icantly modify the GPL profile, multiple deletions of atfI, atf2,
and MAB_1725¢ resulted in a high accumulation of mono-O-
acetylated GPL-3. Further deletion of MAB 3448 in
A1,2,1725¢,3448 induced complete loss of GPL acetylation, as
assessed by the accumulation of de-O-acetylated GPL-3. In
addition to the loss of 6-dTal acetylation in A1,2,1725c and
A1,2,1725¢,3448 strains, additional methylation of the terminal
Rha residue occurred in GPL-3, generating several highly
methylated by-products that are not observed in WT
M. abscessus. Overall, observation of the individual GPL pro-
files of single and multiple mutants of M. abscessus reflects a
complex compensatory mechanism between the different atf
genes that does not exist in M. smegmatis. Accordingly, a
bioinformatics analysis of the genomes of GPL-producing
mycobacteria shows that while M. smegmatis and Mycobac-
terium avium have only one atf, Mycobacterium chelonae
possesses two (atfl and atf2) (Table S4). Thus, the require-
ment for additional acetyltransferases in M. abscessus
CIP104536" appears to be a unique feature among the few
mycobacterial species analyzed.

Acetylation of GPL in Mycobacterium abscessus

Three hypotheses for the biosynthesis of GPL in
M. abscessus can be drawn from these observations, as sum-
marized in Figure 5D. (1) The four putative acetyltransferases
identified show a high level of redundancy in terms of activity
toward GPL-3 and probably GPL-2a. Specifically, single and
simultaneous deletions of atfl and atf2 generate a modest
accumulation of mono-O-acetylated GPL-3 while still pro-
ducing di-O-acetylated GPL-3. Interestingly, when atfI or atf2
are expressed individually in the quadruple mutant, this results
in the production of mono-O-acetylated or non-acetylated
GPL-3 rather than di-O-acetylated GPL-3 as in the WT
strain. This strongly suggests that Atfl and Atf2 are specific for
non-acetylated and mono-O-acetylated GPL-3, respectively. In
comparison, both MAB_1725c¢ and MAB_3448 can acetylate
non- and mono-O-acetylated GPL-3, although with different
efficiencies, with MAB_1725c being the most active enzyme, as
revealed by the comparison of the level of di-O-acetylated GPL-
3 in the A1,2,1725¢ with the A1,2,3448 and in mutants that
individually express MAB_1725c or MAB_3448. (2) Gtf3 has
higher activity on non-acetylated GPL-2a than acetylated GPL.
We have previously demonstrated that Gtf3 uses di-O-acety-
lated GPL-2a to synthesize GPL-3 by transferring an additional
Rha onto the internal Rha residue (15). The observation that
GPL-2a content was strongly reduced when the atf genes were
deleted put into light a totally unexpected regulatory process
occurring during GPL synthesis that cannot be directly
explained by the intrinsic activities of the enzymes. However, it
may be partially explained by a modification in the metabolic
processing of GPL-2a due to increased activity of Gtf3 on non-
acetylated GPL that would reroute the pool of GPL-2a toward
GPL-3. If so, acetylation of GPL appears as a possible regula-
tory signal that maintains the GPL-2a/GPL-3 balance. It can
also be hypothesized that the physical presence of acetyl-
transferases may limit the access of Gtf3 to GPL-2a and,
consequently, restrict the production of GPL-3 due to steric
hindrance. (3) In a similar manner, the build-up of under-
acetylated GPL-3 in mutant strains is coupled with the unex-
pected accumulation of hyper-methylated species that are not
found in the WT M. abscessus strain. It may be inferred that
methylation acts as a compensatory mechanism to keep the
overall hydrophobicity of GPL under the control of methyl-
transferases showing residual activity on under-acetylated
GPL-3. Indeed, three genes rmt2, rmt3, and rmt4 located
within the gpl locus (Fig. 1) have orthologs in M. smegmatis
and M. avium that are involved in the methylation of the first
rhamnose (43, 44). Although attractive, these hypotheses
should ideally be confirmed by studying the enzymatic activ-
ities of recombinantly produced acetyltransferases using indi-
vidual acceptor substrates and identifying methyltransferases
involved in the modification of GPL in M. abscessus.

Previous findings indicated that 6-dTal is a critical deter-
minant promoting bacterial cell entry into macrophages (15),

beads were included as a control group. Each symbol represents the percentage of bead-containing macrophages in one field. Experiments were con-
ducted three times (n = 60) and data are expressed as mean values + SD. Results were analyzed using the Mann-Whitney t test. ns, non-significant; ****p <
0.0001. F, representative fields of fluorescent beads (green) internalized by THP-1 cells. DAPI (blue) was used to stain the nuclei and CD43 antibodies (red) to

detect the cell membrane. Scale bar, 50 pm.
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prompting us to investigate whether this was due to the loss of
the monosaccharide and/or caused by the absence of the two
acetyl groups. Quantitative analysis of the proportion of
macrophages containing the various a4#f mutants at 3 h post-
infection revealed that all strains were equally taken up by
THP-1 cells, thus ruling out a role of GPL acetylation in the
early interaction between the bacilli and the macrophage
surface. This was also supported when determining the pro-
portion of macrophages containing beads coated with chemi-
cally deacetylated GPL-2a versus di-O-acetylated GPL-2a or
deacetylated GPL-3 versus di-O-acetylated GPL-3. Thus, the
results obtained from whole bacteria or beads coated with
purified GPL suggest that acetylation of GPL is not essential in
the recognition between GPL and the macrophage receptor(s).
Therefore, it can be speculated that the reduced uptake of the
gtfl mutant is likely a consequence of the absence of the
6-dTal rather than of the acetyl groups. Given the importance
of GPL-3 in the internalization of M. abscessus S by macro-
phages (15), one would expect the strains displaying high
proportion of GPL-3 as compared to GPL-2a to be more
efficiently internalized by THP-1 cells than the WT strain.
However, this phenomenon was not observed in the case of the
atf2-deletion mutants. This could be due to hyper-O-methyl-
ation of GPL compensating for the loss of acetylation during
interaction between the bacilli and the host receptor(s). This
hypothesis will be explored in future studies on the roles of the
rhamnosyl-O-methyl transferases Rmt2, Rmt3, and Rmt4 in
GPL structure and function.

An intriguing observation is that MAB_1725c is encoded by
prophage prophiATCC19977-1, grouped within Subcluster
MabAl. Prophages are prevalent and highly diverse among
M. abscessus strains (41). However, atf-like genes are generally
only present within Cluster MabA prophages, and only about
half of all MabA prophages have an atf gene (41). These include
prophage prophiGD17-2 and RNAseq analysis shows that its
atf gene is lysogenically expressed — albeit at low levels — and
can at least partially O-acetylate GPL in Al1,2 (Fig. S15). Thus,
at least in A1,2, the Atf encoded by the prophage participates in
GPL biosynthesis and, therefore, in host cell wall assembly.
These observations also suggest that GPL composition could
vary among M. abscessus clinical isolates depending on the
prophage status. Finally, we note that no M. smegmatis phages
code for atf genes, but Gordonia phage Doggs and Arthrobacter
phage Faja both code for Atf-like enzymes, and although GPL
are not well characterized in these strains, it suggests that
prophages may play broad roles in cell wall chemistry.

Experimental procedures
Mycobacterial strains, growth conditions, and reagents

All bacterial strains used for this study are listed in Table S3.
Bacteria were grown in Middlebrook 7H9 broth (BD Difco)
supplemented with 0.025% Tyloxapol and 10% oleic acid,
albumin, dextrose, catalase (OADC enrichment) or on
Middlebrook 7H10 agar (Difco) containing 10% OADC enrich-
ment (7H10°4PC) at 37 °C, with antibiotics, if required. A Bio-
Rad Gene pulser (25 pF, 2500 V, 800 €2) was used to transform
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electrocompetent mycobacteria. After transformation, strains
carrying pTEC27 (Addgene, plasmid 30,182) were selected in the
presence of 1 mg/ml hygromycin for pTEC27 plasmid and strains
carrying the pMV306 derivatives were selected on 250 pg/ml
kanamycin.

Deletion of atf genes and complementation in M. abscessus

All deletion mutants were generated in the smooth (S)
variant of the reference strain CIP104536" using the suicide
vector pUX1-katG by double homologous recombination (37).
Briefly, the upstream and downstream gene regions were PCR-
amplified using the primers listed in Table S2 and ligated into
the Pacl/Nhel-linearized pUX1-katG. After transformation,
bacteria were selected on 7H10°“P€ supplemented with
250 pg/ml kanamycin with a visual screening of red fluorescent
colonies, which have undergone the first homologous recom-
bination. The second homologous recombination event was
induced by INH counter-selection and selected on 7H10°4P¢
with 50 pg/ml INH and screening for non-fluorescent colonies
(15, 37). This unmarked deletion system allowed to succes-
sively delete all four atf genes in the M. abscessus. Comple-
mentations of the single and quadruple atf mutants were done
by introducing the complementation plasmids generated using
the integrative pMV306 (Table S1). Genes in fusion with an
HA-tagging sequence were amplified by PCR under the con-
trol of the hsp60 promoter (15). Proper gene deletion and all
plasmids were verified by DNA sequencing.

Western blotting

Bacteria were harvested, resuspended in PBS and protease
inhibitor, and disrupted by bead beating using 1 mm diameter
glass beads and a Mixer Mill MM 301 (Retsch, Germany) for
two pulses of 3 min at 30 Hz. Protein concentration was
assessed using the BCA Protein Assay Reagent kit (Pierce),
according to the manufacturer’s instructions. Equal amounts
of proteins (10 ug) were separated by 12% SDS-PAGE, trans-
ferred onto a nitrocellulose membrane, probed for 1 h with
either rat anti-HA (dilution 1:1000; Sigma) or rat anti-KasA
(dilution 1:2000; loading control) antibodies. Membranes
were washed and incubated for 45 min with goat anti-rat
antibody conjugated to HRP (dilution 1:5000; Abcam). Bands
were revealed using a SuperSignal West Femto (ThermoFisher
Scientific) and a ChemiDoc MP system (Bio-Rad laboratories).

Colony morphology, sedimentation, and growth

Colony morphology was assessed from log phase cultures
(ODggo = 1) and streaked on Tryptic Soy agar. Plates were
incubated 4 days at 37 °C and then imaged using a Zeiss mi-
croscope equipped with a Zeiss Plan Neo Fluor Z13/0.25 FWD
objective. Images were taken with an Axiocam503 mono-
chrome (Zeiss) camera and processed using ZEN 2 (blue
edition). Sedimentation of bacterial aggregates was followed as
reported earlier (24). Growth was initiated by inoculating
mid-log phase cultures into fresh 7H99APC at an ODgyy of
0.05. Cultures were incubated at 37 °C with shaking and a
sample of 1 ml of serially diluted culture was harvested every
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day and plated onto LB agar. After 4 days at 37 °C, colonies
were counted to determine the colony forming unit (CFU).

Glycolipids extraction

Bacteria grown on 7H10°4P€ agar plates without detergent

were collected and lyophilized. 50 mg of bacterial pellets were
weighted and apolar lipid fractions were first extracted in order
to avoid TDM interference. GPL were extracted from the polar
lipid fraction, first with chloroform/methanol/0.3% NaCl (9/10/
3, v/v/v) and then with chloroform/methanol/0.3% NaCl
(5:10:4, v/v/v). The combined solvent extracts were mixed for
5 min with chloroform and 0.3% NaCl (1:1, v/v) and centri-
fuged at 3000g for 5 min to separate the lower organic phase
from the aqueous phase. The upper aqueous layer was dis-
carded and the lower organic phase was evaporated under a
stream of nitrogen and resuspended in chloroform/methanol
(2:1, v/v).

TLC analysis

Apolar and polar lipids were subjected to TLC analysis.
10 pl of extract were spotted along 0.5 mm lane with glass
capillary on Silica gel 60 F,5, plates (Merck). GPL were sepa-
rated in one or two migrations at 4 °C using chloroform/
methanol/water (90:10:1, v/v/v) and more polar lipids were
visualized with chloroform/methanol/water (65:25:4 or 30:8:1,
v/v/v). Glycolipids were revealed by spraying the plates with
orcinol in 20% sulfuric acid and charring.

GPL purification

Preparative TLC was performed on polar extracts: 300 pl were
spotted on a 160 mm lane on a 60 pm silica gel plate with a glass
back (20 cm x 20 cm) and migrated in a solution of chloroform/
methanol/water (90:10:1, v/v/v). Plates were reversibly stained
with iodide vapor to label bands, which were scrapped and GPL
was further extracted in chloroform/methanol (2:1, v/v) under
sonication for 1 h. Silica was, respectively, filtrated on glass wool
and through a 0.2-um PTFE syringe filter.

Glycolipids saponification

In all, 300 ul of the polar lipid fraction were dried under
nitrogen, 1 ml sodium hydroxide 0.1 M in chloroform/meth-
anol (1:1, v/v) was added, and heated overnight at 37 °C. 1 ml
butanol and 1 ml water were added and the mixture vortexed
for 1 min and centrifuged for 30 s. The upper butanolic phase
was dried under nitrogen and dissolved in 300 ul chloroform/
methanol (2:1, v/v).

Itol-acetates derivation

For the hydrolysis step, 1 pg mesoinositol was added to the
deacetylated GPL fraction then, 1 ml 3 M TFA was mixed,
heated 4 h at 80 °C, dried and desiccated overnight. The
reduction step was conducted for 4 h at room temperature in
500 pl NaBH, 10 mg/ml in 2 M NH,4 The reaction was
stopped with concentrated glacial acetic acid. Samples were
dried at 55 °C under a nitrogen stream by co-distillation with
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methanol/acetic acid five times, dessicated overnight. Per-
acetylation was done by incubation in 500 pl anhydride acetic
4 h at 80 °C. The reaction products were extracted several
times with chloroform/water. The chloroform-rich phase was
then filtered, dried and dissolved in 500 pl chloroform. For
GC-FID, 1 pl of itol-acetate derivatives was injected in splitless
mode with an automatic sampler on a Solgel 1 MS 30 m x
0.25 mm x 0.25 um capillary column with the following
gradient temperature: 120 to 230 °C at 3 °C/min, then to 270
°C at 10 °C/min. Compounds were detected with a flame
ionization detector on a HP-7820 gas chromatograph (Agilent
Technologies). Previously determined retention times were
used to identify each deoxyhexoses (15).

MALDI-TOF mass spectrometry

Before spotting 1 pl on the MALDI plate with a glass
capillary tube, 10 pl of 20 mg/ml dihydroxybenzoic acid (DHB)
in chloroform/methanol (1:2, v/v) were mixed with 10 pl of the
sample extract in chloroform/methanol (2:1, v/v). MS and MS"
spectra were acquired on an Axima Resonance (Shimadzu,
Kyoto, Japan) in reflectron mode. For MS? experiments, ion
selection was set from 250 to 500 Am, and collision energy was
tuned from 300 eV to 600 eV. The GPL-2a/GPL-3 ratio was
determined by dividing the relative intensities of the detected
ion’s pair at m/z 1174 and 1320 or 1202 and 1348 following 1/
2, 1/3, or 1/5 sample dilution with the matrix.

Nuclear magnetic resonance

TLC-purified GPL was dried and dissolved in a mixture of
CDCl3/CD30OD (2:1, v/v) with 0.03% trimethylsilane (Euriso-
top, France) three times and then dissolved in a final volume of
270 pl. Samples were introduced into a 3 mm glass tube
(Shigemi). A TBI probe was used to observe 'H and *>C nuclei
at 293K on an AVANCE II system (Bruker Biospin GmbH).
Impulsion sequences used for homonuclear and heteronuclear
experiments were from the manufacturer. After acquisition,
phase correction and calibration on methanol signals were
performed for § 'H and & '3C.

Internalization of M. abscessus by macrophages

THP-1 macrophages were grown in RPMI medium sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich)
(RPMI*®S), differentiated in the presence of 20 ng/ml phorbol
myristate acetate in 24-well flat-bottom tissue culture micro-
plates (10° cells/well) and incubated for 48 h at 37 °C with 5%
CO,. Infections with M. abscessus strains were performed for
3 h at 37 °C in the presence of 5% CO, with two bacteria per
cell (MOI 2:1). Cells were carefully washed three times with
PBS and then incubated with RPMI*®S supplemented with
250 pg/ml amikacin for 2 h to kill extracellular bacteria. The
medium containing amikacin was discarded and cells were
washed three times with PBS prior to assess CFU by lysing
cells with 100 pl of 1% Triton X100 and plating serial dilutions
of the homogenates. CFU were counted after 4 days of incu-
bation at 37 °C, as described earlier (15).
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Fluorescent beads phagocytosis assay

Fluorescent beads were coated with purified acylated and
deacylated GPL-2a and GPL-3, as reported previously (15).
THP-1 cells were incubated for 4 h at 37 °C with fluorescent
beads (ten beads/macrophage), washed and stained using anti-
CD43 antibodies and Alexa Fluor 594-coupled anti-mouse
secondary antibody and DAPI. The percentage of macro-
phages containing beads was quantified using an epifluor-
escence microscope (15).

Statistical analyses

Statistical analyses were carried out with Prism 9.0
(Graphpad). Details are given in the legend of each figure. ns,
p 2 0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, ****p < 0.0001.

Data availability

All data are contained within the manuscript and Sup-
porting information section. The raw data can be shared upon
request to yann.guerardel@univ-lille.fr.

Supporting information—This article contains supporting informa-
tion (15, 24, 25, 38, 41).
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Figure S1: Generation of the atf mutants in M. abscessus. (A, C) The gene of interest to be
inactivated in the bacterial chromosome is colored in red. The upstream and downstream regions
of the gene of interest are in pink and yellow, respectively. Crosses represent homologous
recombination events. Primers used are listed in Table S2. The intact locus is drawn above the
plasmid and the modified locus is shown below the plasmid. (B, D) PCR profile of the different
mutants compared to WT strain. To amplify the different loci, genomic DNA was used as
template. Sequencing of the amplicons was performed to confirm the proper deletions.
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Figure S2: Acetyltransferase complementation in M. abscessus mutants. (A) Diagrams of the
genes of interest fused with an HA-tag on the C-terminal side produced under the control of the
hsp60 promoter. The molecular weight of the protein with the HA-tag is indicated below each
diagram. (B, C) Western blot analysis showing the production of the four HA-tagged Atf proteins
in the single (B) and quadruple (C) atf mutants (upper panels). The KasA protein serves as an
internal loading control (lower panels).
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Figure S3: TLC analysis of polar and apolar fractions from mutant strains developed in different
solvents. (A) Petroleum ether extracted apolar lipid fraction of wild-type (WT) and all
acetyltransferase mutant strains. (B, C) Polar glycolipids from WT, Al and complemented strain,
A2 and complemented strain, A1,2 showed phosphatidyl myo-inositol mannosides and GPLs. (D,
E) Polar glycolipids from WT, A1, A2, A1725c, A3448 as well as A1,2 and A1,2,1725c and A1,2,3448
mutants. Only GPL showed significant modifications in the mutant strains.

205



RESULTATS

A m/z1404 - MS?

2
* "\@
WT A0 ‘
%
\r-b
&
NZ
%.
\’12')
N S
A1
M%
A2
100 l 1 [ k L1 | i
o 1812
B
c
QL
=
0 T | ‘1 ‘ i — | i ‘ . l X
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 mz
B Rha, 1038 Rha
34(Ac), dTaI 37 11288
1184 3 34Me)Rha
A1,2 : m/z 1432 - MS? 5
M \/u\ N g
K
100
™
&
oy
2
8
£
%
\.
A\
Vv
b‘
o o
KN
0 N . L.IL. T TP L u.\.tu... N l .l 1 ,.,l' n " " l
500 1000 m/z

Figure S4: (A) MALDI-MS? spectra in positive mode of the selected parent ion at m/z 1404 from
WT, A1, A2 and A1,2 mutant strains. (B) MALDI-MS? spectra in positive mode of the selected
parent ion at m/z 1432 of A1,2. Fragmentation scheme shows the presence of 3,4 di-O-acetylated
6d-Tal in valinol form with C28 lipid (Val-Czs).
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Figure S5: MALDI-MS spectra in positive mode of the polar lipid fraction from wild-type and
acetyltransferase mutants. Previously characterized GPL-2a and GPL-3 (15, 24) are shown on top
of the spectra.
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Figure S6: (A) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1320 of
F1 purified fraction from A1,2,1725c,3448. Fragmentation patterns of two GPL-3 isomers Ala-Cas
and Val-Ca6. (B) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1348

from A1,2,1725¢,3448 mutant strain. Fragmentation pattern of GPL-3 Val-Cas is shown.
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Figure S7: (A) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1334 of
F2 purified fraction from A1,2,1725c,3448. Fragmentation patterns of two GPL-3 isomers Ala-
Cas and Val-Ca are shown (B) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion
at m/z 1362 of F2 purified fraction from A1,2,1725c,3448. Fragmentation pattern of GPL-3 Val-

Cagis shown.
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Figure S8: (A) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1362,
superimposed with MS? of fragment ion at m/z 531 of F3 purified fraction

from A1,2,1725c¢,3448. Fragmentation pattern of GPL-3 Ala-Czs is shown. (B) MALDI-

MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1390 of F3 purified fraction
from A1,2,1725c,3448. Fragmentation patterns of two GPL-3 isomers Ala-C3o and Val-Cyg are
shown. (C) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1362,
superimposed with MS3 of fragment ions at m/z 1198 and 531 of F4 purified fraction from
A1,2,1725c. These two fractions exhibited similar spectra.
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Figure S9: (A) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1320 of
F1 purified fraction from A1,2,1725c. Fragmentation patterns of two GPL-3 isomers Ala-Czs and
Val-Cy¢ are shown. (B) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion
at m/z 1348 of the same fraction. Fragmentation pattern of GPL-3 Val-Cysis shown.
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Figure S10: (A) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1362 of
F2 purified fraction from A1,2, 1725c. Fragmentation pattern of two GPL-3 isomers are shown.
(B) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1390 of the same
fraction. Fragmentation pattern of mono-O-acetylated GPL-3 Val-Czs.
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Figure S11: (A) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected parent ion at m/z 1376 of
F3 purified fraction from A1,2,1725c, superimposed with MALDI-MS? spectrum of fragment ion
at m/z 1170, confirming the loss of mono-O-methyl Rha. Fragmentation patterns of two GPL-3
isomers Ala-C,s and Val-Ca6 are shown. (B) MALDI-MS? spectrum in positive mode of the selected
parent ion at m/z 1404 of the same fraction. Fragmentation pattern of GPL-3 Val-Cys is shown.
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Figure S12: 'H NMR spectra of F1 to F4 purified fractions from A1,2,1725c that show a clear signal
at 62,14 ppm attributed to acetyl group in F2 and F3 fractions.
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Figure S13: (A, B) TLC analysis of the saponified polar lipid fraction from WT and atf mutants.
Butanol extracted GPLs were developed once with CHCl3/MeOH/H,0 (90:10:1, v/v/v) and stained
with orcinol. Purified GPL-2a and GPL-3 were submitted to the same treatment (A) as well as F2
and F3 fractions from A1,2, 1725c,3448 (B). (C) MALDI-MS spectra in positive mode of the
saponified GPL from WT and atf mutants. Previously characterized de-O-acetylated GPL-2a
(dGPL-2a) and GPL-3 (dGPL-3) are shown on top of the spectra (24).
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Figure S14: TLC analysis of the apolar lipid fraction (A) and the native or deacetylated polar lipid
fraction (B) of WT and quadruple mutant strains individually expressing each acetyltransferase.
Glycolipids or butanol-extracted GPLs were developed once with CHCls/MeOH/H,0 (90:10:1,
v/v/v) and stained with orcinol. (C) Positive mode MALDI-MS spectra of the native and
deacetylated polar lipid fraction derived from WT and quadruple mutant strains individually
expressing each acetyltransferase.
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Figure S15: RNAseq analysis of prophage-encoded atf genes. Below is shown the left parts (~ 7
kbp) of the closely-related prophages prophiATCC19977-1 and prophiGD17-2, both members of
Subcluster MabA1. The genes are shown as colored boxes above or below each genome maker,
reflecting rightwards- and leftwards-transcription respectively. The purple shading between the
genomes reflects BLASTN nucleotide sequence similarity, and the genomes are 100% identical in
this segment. The genomes are aligned with the RNAseq data above for M. abscessus GD17, as
reported previously (41), showing the numbers of reads mapping to the forward and reverse
strands as indicated, from 0 to 100. The left ends of the prophages correspond to the left
attachment site, attlL, as indicated.
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SUPPLEMENTARY TABLE

Table S1: Plasmids used in this study.

RESULTATS

Plasmids

pTEC27 tdTomato expressed under the control of a strong Addgene
mycobacterial promoter by a  multicopy Hyg (plasmid
E. coli/mycobacterial shuttle vector 30182)

pUX1-katG A pUX1 wvariant including katG gene of Kan, Hyg (25)
M. tuberculosis as a marker to counter-select in the
presence of isoniazid and allowing to generate
unmarked chromosomal alterations.

pUX1-katG-atf1 pUX1-katG including the upstream and downstream Kan This study
sequences around atf1

pUX1-katG-atf2 pUX1-katG including the upstream and downstream Kan This study
sequences around atf2

pUX1-katG-MAB-1725¢  pUX1-katG including the upstream and downstream Kan This study
sequences around MAB-1725c

pUX1-katG-MAB_3448 pUX1-katG including the upstream and downstream Kan This study
sequences around MAB-3448

pMV306 Integrative vector Kan (38)

pMV306-atf1 pMV306 enabling the expression of Atfl-HA in Kan This study
mycobacteria

pMV306-atf2 pMV306 enabling the expression of Atf2-HA in Kan This study
mycobacteria

pMV306-MAB_1725c pMV306 enabling the expression of MAB-1725c-HA Kan This study
in mycobacteria

pMV306-MAB_3448 pMV306 enabling the expression of MAB-3448-HA Kan This study

in mycobacteria

Hyg, hygromycin; Kan, kanamycin
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Table S2: Primers used in this study.

Number 5'>3’ sequence Restriction  F (forward),

site R (reverse)
Cloning in pUX1-katG
1 Atf1 U (F) GAGATTAATTAAAACACCACGCTGATGTCTGCGG Pacl F
2 Atfl U (R) GAGACAATTGGAGTGTCAAACCCTTAGCCTGCC Mfel R
3 Atf1 D (F) GAGACAATTGCCGATTCCTCTTGATCGCGATGCT Mfel F
4 Atf1 D (R) GAGAGCTAGCGGATAGTGTCACCAAGGCCGCCGA Nhel R
5 Atf2 U (F) GAGATTAATTAACACAGCACAGTCGCTTTCGGAG Pacl F
6 Atf2 U (R) GAGACAATTGGTTCAGCGCGTTGTTTCGTGAATCGA Mfel R
7 Atf2 D (F) GAGACAATTGCTGATCGAGAAACGCGCGCTG Mfel F
8 Atf2 D (R) GAGAGCTAGCGAATCACGACCACCGAGTCGAAC Nhel R
9 MAB_1725c U (F) GAGATTAATTAAACTGCGATGGGAACCAGGTTCG Pacl F
10 MAB_1725c U (R) GAGACAATTGGAGCGCGTTGTTGCGTGGGT Mfel R
11 MAB_1725c D (F) GAGAGAATTCGAGAAACGCACTCTGGCGTTGAA EcoRl F
12 MAB_1725¢ D (R) GAGAGCTAGCTAGTGAGCATGATTGCCGTGCGTTG Nhel R
13 MAB_3448 U (F) GAGATTAATTAAATGAGCTGATACCGAATCCACTGCTTG Pacl F
14 MAB_3448 U (R) GAGACAATTGTGCGTTAAGTGCGTTGTTACGCGGA Mfel R
15 MAB_3448 D (F) GAGACAATTGGCACTCAAGAAACGGCTGCGC Mfel F
16 MAB_3448 D (R) GAGATCTAGAGATCGTTGTCATGCTGGTCTATTTCGGA Xbal R
Primers to verify double homologous recombination
17 Atfl GACGTGTATCGCAATTTCTGGACGTTCTTCT - F
18 Atfl GAAATCAACTTAGCCGACTCAAGGTAGGTGCT - R
19 Atf2 GATTCATTGGATCCGCGCTGTCCAA - F
20 Atf2 CTGCATTTTCGGTGGAATCTGTCAAAAAATCTTATG - R
21 MAB_1725c  AACATACGGCAAACATCTGGGCATTACAAG - F
22 MAB_1725c  TCTAACCTCAACGAGCTGCTGAGCTAA - R
23 MAB_3448  CGCTCGAAGCTCAATAGGCCAGTAA - F
24 MAB_3448  CTGCACTGGGCAGTGCTGTTGT - R
Cloning in pMV306 under the hsp60 promoter
25 Atfl GAGACAATTGCCATGACCAAGGCGGGTGCGACC Mfel F
26 AtF1 GAGAGTTAACCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT Hpal R
ACGCAGCATCGCGATCAAGAGGA
57 A2 gﬁGAGAATTCCCATGAAGCTCGGTTCTGTATTCGATTCAC EcoRl E
)8 A2 GAGAGTTAACCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT Hpal R

AACTGTCCTCATGCGGCGACAGT
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29

30

31

32

MAB_1725c
MAB_1725c
MAB_3448

MAB_3448

GAGAGAATTCCCGTGCTCGGACGCGTATTCGAC

GAGAGTTAACCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT
AGACGGCCACCACTTGCTTC

GAGAGAATTCCCGTGCTGGGACGGGTATTTGATCC

GAGAGTCGACCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT
ACCCCGCACCCGCTTTGACGCGCA

EcoRl
Hpal
EcoRl

Sall

RESULTATS
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Table S3: Strains used in this study.

RESULTATS

Name Description/genotype Resistance  Reference
M. abscessus M. abscessus sensu stricto, strain CIP104536", S - Laboratoire de
Smooth (S) morphotype Référence des
Mycobactéries
M. abscessus M. abscessus sensu stricto, strain CIP104536", R - Laboratoire de
Rough (R) morphotype Référence des
Mycobactéries
Al Unmarked deletion of atf1 (MAB_4106c) in - This study
M. abscessus
A2 Unmarked deletion of atf2 (MAB_4110c) in - This study
M. abscessus
AMAB_1725c¢ Unmarked deletion of MAB_1725c in M. abscessus - This study
AMAB_3448 Unmarked deletion of MAB_3448 in M. abscessus - This study
Al 2 Unmarked deletion of atf1(MAB_4106c) and atf2 - This study
(MAB_4110c) in M. abscessus
AMAB_1725c, MAB_3448 Unmarked deletion of MAB_1725c and MAB_3448in - This study
M. abscessus
Al, 2, MAB_1725¢ Unmarked deletion of atf1, atf2 and MAB_1725c in - This study
M. abscessus
Al, 2, MAB_3448 Unmarked deletion of atf1, atf2 and MAB_3448 in - This study
M. abscessus
A Unmarked deletion of atf1, atf2, MAB_1725c and - This study
MAB_3448 in M. abscessus
Al + pMV306-atf1-HA Aatfl carrying pMV306-atf1 KAN This study
A2 + pMV306-atf2-HA Aatf2 carrying pMV306-atf2 KAN This study
AMAB_1725c + pMV306- AMAB_1725c¢ carrying pMV306-MAB_1725¢ KAN This study
MAB_1725c-HA
AMAB_3448 + pMV306- AMAB_3448 carrying pMV306-MAB_3448 KAN This study
MAB_3448-HA
A + pMV306-atf1-HA A4 carrying pMV306-atf1 KAN This study
A + pMV306-atf2-HA A4 carrying pMV306-atf2 KAN This study
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A + pMV306- A4 carrying pMV306-MAB_1725¢ KAN This study
MAB_1725c-HA

A4 + pMV306-MAB_3448- A carrying pMV306-MAB_3448 KAN This study
HA
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Table S4: Distribution of the different genes coding for acetyltransferases in selected GPL-
producing mycobacteria. The “+” sign indicates the presence of atf or an orthologue of atf. The
“” symbol denotes the absence of the indicated gene. Bioinformatics analysis was performed
using KEGG (https://www.genome.jp/kegg/). The four M. abscessus genes were blasted using
the ortholog function of the software.

atf atfl & atf2 MAB_1725c MAB_3448
M. abscessus - + + +
M. smegmatis + - - -
M. chelonae - + - -
M. avium + - - -
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Dans un second temps, cette panoplie de mutants a servi, par la méthode des plages de lyse, a évaluer le
role des composants des GPL dans les interactions du mycobactériophage Jabs avec M. abscessus
(Figure 37.). Ce phage, décrit comme capable de lyser efficacement les souches S, ne présente qu’une
action limitée et a de fortes concentrations face aux souches R. En revanche, les mutants atf de
morphologie variable ont conservé un profil de lyse similaire a celui exhibé par la souche parentale. De
méme, la délétion des glycosyltransférases codées par gtfl ou gtf3 ne parait pas impacter I’activité lytique
du phage, écartant ainsi un potentiel impact du talose ou du second rhamnose sur le processus infectieux
de Jabs. Néanmoins, une résistance partielle et comparable a celle de la souche R a pu étre observée suite
al'inactivation de gtf2, un géne impliqué dans le transfert du premier rhamnose des GPL, proposant ainsi

un réle de ce monosaccharide dans le mécanisme d’action de ce phage.

Par conséquent, la sensibilité conservée des mutants gtfl et gtf3 couplée a I'inactivité de Jabs face au
mutant gtf2, suggere une interaction du phage avec le premier rhamnose des GPL, bien qu’une résistance
partielle du double mutant gtf1,3 semble aller a I’encontre de cette hypothése qui devra étre évaluée par

des travaux complémentaires.
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Figure 37. Susceptibilité de mutants arborant des glycopeptidolipides tronqués face au phages Jabs. Le
phage a été déposé sur un tapis bactérien a différentes dilutions (de 102 PFU/mL a 10° PFU/mL) afin
d’établir son efficacité lytique. Structure des glycopeptidolipides (GPL) arborés par la souche schématisée

a coté de la plage de lyse.
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DISCUSSION

Au cours des derniéres années, la phagothérapie a connu un regain d’intérét pour lutter contre les
infections mycobactériennes réfractaires a I'antibiothérapie. Les effets positifs de cette stratégie sur des
infections mycobactériennes observés dans un nombre limité d’études compassionnelles mettent en
évidence un traitement alternatif prometteur a proposer aux patients en échec thérapeutique.
Cependant, la phagothérapie peut étre confrontée a des obstacles tels que I'apparition de souches
résistantes pouvant entraver son efficacité. Dans le but de limiter I'émergence de ces résistances, il est
donc primordial de faire évoluer notre compréhension des mécanismes d’action des mycobactériophages
et particulierement des étapes précoces de I'infection. L’adhésion du phage a son hote parait étre une
étape de prédilection pour la bactérie a inhiber afin de survivre tout en empéchant la réplication virale.
Dans cette optique, ce travail de thése a eu pour objectif de déterminer le réle des lipides de surface dans

les interactions des mycobactériophages avec M. abscessus.

Role des polyphléates de tréhalose dans les étapes précoces de I'infection phagique

Lors de notre étude, les TPP, des lipides complexes de surface et spécifiques de certaines MNT se sont
montrés essentiels dans le processus infectieux de quelques mycobactériophages a usage thérapeutique.
Leur absence a la surface de souches cliniques de M. abscessus a conféré une résistance totale a
BPsA33HTH_HRM10 et une résistance partielle a Muddy, suggérant un role de ces lipides dans le
processus d’adhésion phagique. L'insertion de Tn exclusivement au sein du locus tpp a permis de proposer
ce mécanisme comme principal moyen de défense de M. abscessus contre ces phages. D’apres ces
résultats, I’existence d’autres mécanismes de résistance tels que ceux démontrés par Dedrick et al. ne
peut étre exclue bien que la bactérie semble moins encline a les mettre en place dans les conditions

étudiées [326].

L'aisance démontrée par M. abscessus a résister a ces mycobactériophages in vitro par la perte des TPP
interroge sur le fait qu’un tel mécanisme n’ait pour le moment pas été mis en évidence lors du traitement
de patients. Un role de ces lipides dans la virulence ou I'aptitude (« fitness ») des souches et dont
I’absence conférerait un désavantage a la bactérie pourrait expliquer ce phénomene. Les similarités
structurales des TPP avec des lipides spécifiques de M. tuberculosis, tels que les SL-1 ou les PAT connus
pour étre impliqués dans la maturation des phagosomes et la virulence des souches, confortent cette
hypothése. Par conséquent, l'initiation d’études approfondies quant au réle biologique des TPP parait
indispensable pour évaluer les risques de rencontrer cette résistance lors d’un usage thérapeutique. A ce
jour, seuls Llorens-Fons et al. ont proposé une implication des TPP dans la capacité des souches R a former

des cordes que nos travaux ont toutefois remis en question [111].
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Sélection de phages sur M. abscessus
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Figure 38. (A a C) Stratégies envisageables afin d’étendre le répertoire de phages thérapeutiques chez
M. abscessus. A. L'entrainement des phages, basé sur des mécanismes de co-évolution avec leur hote,
par exemple avec le contournement de I’étape d’adhésion a un premier récepteur modifié ou absent, doit
étre exploité afin d’obtenir des phages au spectre d’action élargi B. L'utilisation de souches de M.
abscessus comme souches d’isolation doit étre envisagée pour découvrir de nouveaux phages et
particulierement des phages spécifiques des souches lisses (S). C. L’excision de prophages, et en particulier
de prophages contenus dans des souches lisses, permettrait d’obtenir des phages lysogéniques
spécifiques de ces souches. Par la suite, des modifications génétiques en laboratoire serviraient a les
rendre lytiques. (1 et 2) Potentiels mécanismes de résistance de M. abscessus mis en évidence au cours

de ces travaux de thése. 1. La présence d’un PICl au sein de |la souche clinique GDO1 conférerait a la
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Mise a disposition de nouveaux phages thérapeutiques au spectre d’action élargi

La capacité des phages a contourner les résistances de la bactérie en co-évoluant avec celle-ci est un atout
de taille dans un enjeu thérapeutique (Figure 38. A.). Grace a I'acquisition de mutations au sein de génes
codant pour des protéines mineures de la queue (gp22 pour BPsA33HTH_HRM10 ou gp24 pour Muddy),
I'activité lytique des phages face aux souches résistantes déficientes en TPP a été restaurée. L'importance
de la protéine gp22 dans I’activité du phage BPsA33HTH_HRM10 sur la souche M. tuberculosis mc?7000 a
été précédemment révélée par Jacobs-Sera et al. [346]. De fagon comparable, I’acquisition de mutations
spontanées dans le gene gp24 codant pour une protéine mineure de la queue du phage Muddy avait
permis d’élargir son spectre d’action a diverses souches de M. tuberculosis [347]. D’aprés ces
observations, les protéines mineures de la queue homologues a gp22 de BPsA33HTH_HRM10 ou gp24 de
Muddy pourraient représenter des cibles intéressantes a modifier génétiquement afin d’élargir le spectre

d’héte d’autres phages thérapeutiques (Figure 38. A.).

Proposition du mécanisme d’adhésion des mycobactériophages

Les simples modifications de la queue, élargissant le spectre d’héte des mycobactériophages et leur
permettant d’outrepasser la résistance bactérienne, suggerent une faculté de ces derniers a contourner
I’étape de reconnaissance des TPP plut6ét qu’une aptitude a interagir avec un nouveau récepteur. Selon
cette hypothése, les TPP joueraient, pour les phages BPsA33HTH_HRM10 et Muddy, un réle de co-
récepteur pouvant faciliter la reconnaissance du récepteur principal. Le partage d’un co-récepteur par ces
phages était parfaitement inattendu au vu de leurs différences génétiques qui avaient par ailleurs
conforté leur utilisation combinée pour le traitement de plusieurs patients. Dés lors, nos résultats
démontrent I'importance d’initier des travaux expérimentaux complémentaires pour écarter les risques

de résistances croisées et optimiser les cocktails phagiques.

D’aprés nos travaux, les mycobactériophages BPsA33HTH_HRM10 et Muddy pourraient agir selon un
processus en deux étapes pour reconnaitre et infecter leur hote, processus similaire a celui du
bactériophage T5 [262,263]. L'utilisation d’'un premier récepteur ou co-récepteur tel que les TPP
permettrait une interaction réversible du phage avec la bactérie et serait suivie d’une interaction

irréversible avec un second récepteur ou récepteur principal.

Néanmoins, la capacité de Muddy a lyser efficacement la souche M. tuberculosis H37Rv ne produisant pas

de TPP ainsi que l'inhibition partielle de I’activité lytique sur les mutants déficients en TPP de M. abscessus
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Figure 38. bactérie une résistance a I'infection par des phages auxilaires. La libération du PICI pourrait
entrainer la dissémination de genes de virulence ou de résistance au sein de la population bactérienne
ainsi que I'inhibition du cycle de vie du phage auxiliaire. 2. La présence d’un prophage au sein du génome
de la souche rugueuse de référence de M. abscessus CIP104536" pourrait expliquer sa résistance a un

large panel de mycobactériophages thérapeutiques.
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interrogent quant au processus d’adhésion de ce phage [347]. En opposition a BPsA33HTH_HRM10, pour
lequel nos travaux ont démontré un réle essentiel des TPP dans son processus infectieux, Muddy pourrait
utiliser un mécanisme d’adhésion légérement différent. L'interaction directe d’un pourcentage limité de
phages avec son récepteur principal sans I'aide d’un co-récepteur est un mécanisme a envisager. En outre,
une reconnaissance des lipides moins spécifique que celle de BPsA33HTH_HRM10, par exemple via
I'interaction a un motif commun a plusieurs lipides, pourrait également expliquer I'activité lytique du
phage en absence de TPP. D’aprés cette hypothése, Muddy pourrait se servir de lipides homologues
produits par M. tuberculosis, tels que les SL-1 ou les PAT, pour interagir avec la bactérie et adhérer au

récepteur principal. Néanmoins, ces hypothéses devront étre étayées expérimentalement.

Récepteur principal des mycobactériophages BPsA33HTH_HRM10 et Muddy

Afin de décrypter I'ensemble du mécanisme d’adhésion de ces mycobactériophages a M. abscessus et
écarter un autre risque de résistance, nos travaux ont eu pour but ultime d’identifier ce second récepteur.
Au cours de ce criblage, aucun mutant présentant un défaut d’adhésion n’a pu étre identifié laissant
imaginer un réle essentiel de ce récepteur dans la croissance bactérienne. Par ailleurs, I'activité de ces
phages sur diverses espéces mycobactériennes (M. smegmatis, M. abscessus, M. tuberculosis ou encore
M. chelonae et M. avium pour le phage Muddy) suggére sa conservation chez les mycobactéries qui
pourrait étre utilisée pour identifier le récepteur principal. Pour illustration, M. smegmatis posséde un

génome plus large que M. abscessus et présente davantage de redondances fonctionnelles a exploiter.

De nombreux travaux doivent étre menés pour identifier le récepteur principal de ces phages. Les dérivés
des acides mycoliques (TMM et TDM) ou les protéines impliquées dans leur synthése pourraient étre des
candidats intéressants a envisager au vu du caractere essentiel des acides mycoliques dans la croissance
bactérienne. Leur conservation chez les mycobactéries ainsi que leur accessibilité en surface confortent
le réle potentiel de ces composants de la paroi dans le processus d’interaction avec des phages. Enfin, les
mécanismes de résistance a linfection via l'inhibition de la synthése de ces lipides essentiels
entralneraient un suicide de la bactérie. Ce suicide conférerait un avantage non négligeable au traitement

phagique qui pourra étre exploité par le clinicien.
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Mise en lumiére de divers mécanismes de résistance de M. abscessus face aux mycobactériophages

Grace au criblage d’une banque transpositionnelle, I'identification d’autres mécanismes de défense de la
bactérie ciblant probablement des étapes plus tardives du cycle infectieux nous a permis de montrer
I’absence de résistances croisées contre les dérivés des phages BPsA33HTH_HRM10 ou Muddy. Ces
résultats suggérent des voies de réplication et/ou de formation des particules phagiques divergentes,
confortant I'utilisation combinée de ces mycobactériophages en thérapie pour limiter les risques d’échec
thérapeutique. L'étude de ces mécanismes permettrait d’étayer nos connaissances sur les diverses étapes
du cycle de réplication des mycobactériophages et ainsi anticiper les moyens de défense pouvant étre mis

en place par la bactérie.

Au cours de nos travaux, un mécanisme bien distinct de ceux utilisant le cycle phagique a également pu
étre rapporté avec la probable présence d’un « Phage-inducible chromosomal island » (PICI) dans la
souche clinique GDO1 isolée d’une patiente traitée avec succés. Les PICI sont des éléments génétiques
mobiles (EGM) dont le cycle de vie est induit par des phages auxiliaires spécifiques venant infecter la
souche hoéte [348]. IIs permettent une dissémination de génes de virulence ou de résistance au sein de la
population bactérienne et représentent ainsi un atout considérable pour la bactérie [348]. De plus, les
PICI sont capables de se répliquer de fagon autonome tout en détournant la machinerie du phage
auxiliaire, interférant ainsi avec la reproduction de ce dernier [349,350]. Au cours de notre étude,
I'insertion d’un Tn en amont du gene GDO1 EXM25 05825 codant une protéine avec un domaine
DUF4145, généralement impliqgué dans des systemes de défense virale, pourrait avoir induit une
surexpression de ce gene et par conséquent une résistance au dérivé du phage BPsA33HTH_HRM10. Des
travaux complémentaires sont nécessaires pour comprendre le mécanisme exact de résistance engendré

par ce PICI dans la souche GDO1 (Figure 38. 1.).

Découverte d’un phage lytique au spectre d’action singulier

La résistance aux mycobactériophages de M. abscessus peut étre innée ou acquise lors de sa rencontre
avec un phage. La principale résistance innée de M. abscessus face au spectre étendu de phages

thérapeutiques, et a ce jour disponible, serait présentée par les souches S.

Dans ce contexte, la découverte du phage Jabs par I'équipe du Pr P. Bifani, capable d’infecter et de lyser
efficacement les souches S de M. abscessus, pourrait étre mise a profit pour étendre le champ d’action

de la phagothérapie contre cette espéce. A la différence de la quasi-totalité des mycobactériophages
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actuellement décrits dans la littérature et isolés sur la souche saprophyte M. smegmatis mc*155, le phage
Jabs a directement été isolé sur la souche de référence de M. abscessus CIP104536'(S). Des études
antérieures avaient démontré I'impact du choix de I’hote sur le spectre d’action du phage [165,167].
L'isolation d’un phage efficace sur la souche R de M. abscessus a traiter, suite a I’échec rencontré avec la
souche saprophyte M. smegmatis mc*155 en est un exemple parfait [174]. De ce fait, des travaux
supplémentaires devront étre entrepris pour comprendre les phénomeénes régissant I'inefficacité des
phages isolés sur la souche M. smegmatis contre les souches M. abscessus S, malgré la production de GPL
structurellement identiques entre ces especes [117]. L' utilisation de souches S comme souches d’isolation
pourrait favoriser la découverte de phages thérapeutiques actifs contre cette forme et devrait a I'avenir

étre envisagée de fagon plus systématique (Figure 38. B.).

Mise a profit des prophages de M. abscessus

Dans I"optique d’élargir I'arsenal thérapeutique mis a disposition du clinicien, I'excision de prophages
pourrait représenter une voie intéressante a exploiter (Figure 38. C.). L'abondance ainsi que la diversité
des prophages intégrés dans les souches de M. abscessus offrent un panel d’antimicrobiens de choix a
étudier. Lors de travaux menés par Dedrick et al. qui avaient permis la libération de phages lysogéniques
a partir de souches cliniques, le spectre d’action des phages contre M. abscessus avait pu étre élargi [158].
Ainsi, le prophage intégré au sein de la souche CIP104536' S pourrait étre un candidat prometteur 3

exciser dans le but de traiter les infections causées par ce variant [351].

Détournement par M. abscessus de protéines codées par un prophage

Ce méme prophage représenterait également un atout pour la bactérie. Sa présence dans la souche
CIP104536" R pourrait expliquer la difficulté a isoler des phages actifs contre cette derniére en lui
conférant une immunité a la surinfection (Figure 38. 2.). Nos travaux ont permis de démontrer la capacité
de la bactérie a utiliser des protéines a l'instar d’une Atf codée par le prophage afin de compenser
I’absence de protéines paralogues. La localisation de cette atf entre I'intégrase et les genes régissant la
lyse bactérienne conforte son expression et, par conséquent, la participation de cette Atf dans la synthése

d’un lipide de la paroi bactérienne [326].
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La contribution de cette protéine mais également de I'Atf MAB_3448 dans la synthése des GPL était
inattendue au vu de I'existence de deux Atf codées par des genes localisés dans le locus gpl. D’apres les
travaux menés sur la bactérie saprophyte M. smegmatis pour laquelle une Atf unique régit I’acétylation
des GPL, I'utilisation de quatre Atf par M. abscessus n’aurait pu étre anticipée [80]. De fagon surprenante,
I'acétylation des GPL pourrait étre un élément central de la régulation de la glycosylation ou de la
méthylation de ce lipide pour M. abscessus, chaperonnant ainsi un mécanisme méconnu. La production
exclusive de GPL tri-glycosylés en absence d’Atf suggére une limitation directe ou indirecte de I'action de
Gtf3 en présence des Atf et particulierement d’Atf2. Le role crucial de la glycosylation dans la
reconnaissance de I’hdéte pourrait expliquer I'importance pour M. abscessus de coder cette panoplie
d’enzymes régulant ce processus et demande a étre approfondi [120]. L'étude des interactions entre les
différentes protéines impliquées dans la synthése de ce lipide pourrait servir a élucider cette voie de

synthése.

Reconnaissance du variant S de M. abscessus par le phage Jabs

D’aprés nos résultats préliminaires, I'hyperglycosylation et I’hyperméthylation observées chez les
mutants atf n’impacteraient pas I'efficacité du mycobactériophage Jabs. En revanche, ce dernier a
démontré une perte d’activité sur les différents mutants gtf2 comparable a celle observée sur la souche R.
La glycosylation de composants de la paroi avait déja été démontrée comme essentielle pour I'adsorption
de phages chez Listeria monocytogenes [352]. Dans ce contexte, I’utilisation du ou des rhamnoses des GPL
en tant que récepteurs ou co-récepteurs par le phage Jabs peut étre envisagée mais demande des

investigations complémentaires.

La contradiction de cette hypothése par I'action partielle du phage Jabs face a la souche gtfl1, 3 était
inattendue et se doit d’étre confirmée par des expériences supplémentaires. Il est a noter qu’il s’agit ici
de I'unique souche arborant des GPL mono-glycosylés et pourrait donc indiquer un besoin pour le phage
de deux motifs glucidiques a minima pour interagir avec la bactérie. Selon ce postulat, le phage Jabs serait
capable de reconnaitre des motifs glucidiques de lipides variés lui permettant d’agir sur un panel de

souche plus large que les phages BPsA33HTH_HRM10 ou Muddy.

Par ailleurs, la conservation de I'action du phage Jabs sur le variant R de M. abscessus, bien que limitée,
suggere que les GPL ne sont pas utilisés en tant que récepteur principal. L'identité de ce dernier pourra
étre dévoilée par I'analyse de résistants spontanés. Enfin, I'entralnement du phage Jabs basée sur sa
capacité a co-évoluer avec son hote pourra également étre envisagé afin d’obtenir un phage actif contre

les souches S et R et ainsi agrandir son spectre d’hoétes.
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Pour conclure, les différents travaux menés au cours de ma thése ont permis de démontrer, pour la
premiére fois, un role crucial de certains lipides de surface dans les interactions entre les
mycobactériophages et M. abscessus. Ces composants impliqués directement ou indirectement dans le
processus d’adhésion devront faire I'objet d’études ultérieures afin de préciser leur réle biologique tant
pour la bactérie que pour les mycobactériophages. Une meilleure connaissance des interactions phage-
bactérie devrait permettre d’éviter considérablement I'émergence de souches résistantes lors de
traitements chez ’lhomme mais également d’étendre |'arsenal thérapeutique pour mieux contrer les

infections bactériennes réfractaires a I'antibiothérapie.
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Role des lipides de surface dans la spécificité des interactions entre
Mycobacterium abscessus et les mycobactériophages

Les nombreux échecs thérapeutiques rencontrés face au pathogene opportuniste Mycobacterium abscessus témoignent
d’un besoin crucial de diversifier les traitements disponibles pour éradiquer ces infections. La phagothérapie combinée a
I’antibiothérapie offre une alternative thérapeutique prometteuse pour les patients atteints de mucoviscidose et infectés
par ce pathogéne multirésistant aux antibiotiques. Toutefois, la capacité de M. abscessus a résister spontanément a des
mycobactériophages thérapeutiques pourrait entraver I'efficacité du traitement. Au cours de linfection phagique, la
richesse lipidique de la paroi mycobactérienne offre a la bactérie une pléthore de cibles a modifier en vue d’inhiber le cycle
phagique. Dans ce contexte, le but de ces travaux de these a été d’évaluer le réle de lipides de surface, les polyphléates de
tréhalose (TPP) et les glycopeptidolipides (GPL), dans les interactions de mycobactériophages avec M. abscessus. Grace au
criblage d’une banque de mutants transpositionnels, ces travaux ont permis de démontrer, pour la premiére fois, I'usage
d’un co-récepteur (TPP) par des mycobactériophages thérapeutiques. Ce co-récepteur faciliterait I’acces des phages a leur
récepteur principal encore inconnu mais vraisemblablement essentiel a la croissance bactérienne. Par ailleurs, la capacité
de ces phages a évoluer pour conserver leur efficacité lytique contre des souches déficientes en TPP a permis d’élargir le
spectre d’action des mycobactériophages a la disposition du clinicien. En paralléle, la découverte d’un premier phage lytique
spécifique des souches lisses et adhérant a la bactérie via un processus impliquant probablement les GPL, des lipides
caractéristiques de ce variant, pourrait contribuer a étendre considérablement I'arsenal thérapeutique existant. Grace a la
construction de mutants arborant des GPL tronqués, nos travaux ont mis en évidence un role des motifs glucidiques de ces
lipides dans les interactions phagiques. En revanche, I'acétylation d’'un de ces motifs, régie par quatre acétyltransférases
dont une produite par un prophage de M. abscessus, n'impacte pas I'activité des phages. En conclusion, ces travaux de
these ont permis d’accroitre les connaissances sur les étapes précoces de l'infection des mycobactéries par les
mycobactériophages tout en élargissant la gamme des phages thérapeutiques disponibles. En complément de ces travaux,
des études futures permettront d’approfondir les mécanismes de résistance aux mycobactériophages de M. abscessus et
contribueront ainsi a proposer de nouveaux cocktails phagiques tout en limitant I’émergence de souches résistantes.

Role of surface exposed lipids in the specificity of interactions between
Mycobacterium abscessus and mycobacteriophages

The abundance of therapeutic failures encountered with the opportunistic pathogen Mycobacterium abscessus justifies the
crucial need to diversify available treatments in order to eradicate these infections. Phage therapy combined with
antibiotherapy offers a promising therapeutic alternative to cystic fibrosis patients infected with multidrug-resistant
M. abscessus. However, the ability of M. abscessus to spontaneously resist therapeutic mycobacteriophages could hamper
treatment efficacy. During phage infection, the lipid-rich mycobacterial cell wall provides the bacterium a plethora of
targets that can be modified to inhibit the phage cycle. In this context, this thesis work aimed to evaluate the role of surface-
exposed lipids, trehalose polyphleates (TPP) and glycopeptidolipids (GPL), in the interactions between mycobacteriophages
and M. abscessus. By screening a transposon library, this work has demonstrated, for the first time, the use of a co-receptor
(TPP) by therapeutic mycobacteriophages. This co-receptor is proposed to facilitate access to their primary receptor which
is not yet known and potentially essential. In addition, the ability of these phages to evolve for retaining their lytic efficacy
against TPP-deficient strains has enabled to broaden the spectrum of action for mycobacteriophages currently available to
clinicians. At the same time, the discovery of the first lytic phage specific to smooth strains and adhering to the bacteria via
a process probably involving GPL, the lipids characteristic of this variant, could considerably contribute to expand the
existing therapeutic phage arsenal. Thanks to the construction of mutants with truncated GPL variants, our work has
revealed a role for the carbohydrate motifs of GPL in phage interactions. However, acetylation of the carbohydrate motif,
governed by four acetyltransferases, including one produced by a prophage in M. abscessus, has no impact on phage
efficacy. In conclusion, this thesis work has increased knowledge of the early stages of mycobacterial infection by
mycobacteriophages, while broadening the range of available therapeutic phages. In addition to this work, future studies
will investigate the mechanisms of mycobacteriophage resistance in M. abscessus, and thus contribute to the development
of new phage cocktails while limiting the emergence of resistant strains.



