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Abstract

The problem of multidrug-resistant bacteria is becoming a global emergency. Indeed, the WHO
estimates that by 2050, there will be more deaths in the world due to these pathogenic bacteria
than cancer-related deaths. The misuse of antibiotics for many years has led, among other
things, to the appearance and development of multi-resistant bacteria. With the discovery of
new antibiotics becoming increasingly rare, we risk returning to a pre-antibiotic era, where the
slightest bacterial infection can be very dangerous to health.

The causes of the emergence of multi-resistance to antibiotics are multiple. They are mainly
due to the overuse of antibiotics in modern medicine and in the food industry. This leads to an
evolution of bacteria which, through mutation or DNA exchange, promotes the acquisition of
genes conferring resistance to these antibiotics. Resistant bacteria then multiply and then
become the majority, making the fight against infection very difficult. To make matters worse,
when a bacterium has a gene for resistance to an antibiotic, it can transmit it to other bacteria of
the same species or to different genera. This "horizontal" mode of transmission is mainly due to
natural transformation, transduction via bacteriophages, or conjugation between bacteria.

Bacterial conjugation, one of the natural phenomena driving evolution, consists of a transfer of
DNA - mainly via plasmids - between two bacteria in contact. Bacteria containing the genes
necessary for conjugation initiate the machinery necessary for the formation of a pilus to
establish contacts between the two bacteria, initiates the single-stranded cut of the conjugative
plasmid which is then "pulled" to the recipient cell by a specialized secretion system. Once
transferred, the plasmid is then synthesized as a double-stranded plasmid and the target
bacterium then carries the same plasmid as the donor bacterium. In the end, this system allows
an exchange of genetic material between bacteria, such as an antibiotic resistance genes.

The project related to this thesis consists in taking advantage of the conjugation mechanism to
destroy bacterial antibiotic resistance genes. Indeed, the idea is to use a "donor" bacterium
carrying a conjugation plasmid, itself containing a DNA “killing” system based on Crispr/Cas9
to target and destroy an antibiotic resistance gene in a target "recipient" bacterium.

In a first step, we will use the Crispr/Cas9 system in a minimum "mobilizable" type
conjugation plasmid, i.e. a relatively small plasmid, the bulk of the conjugation machinery of
which is contained in the genome of the host bacterium. In a second step, the idea will be to use
the Crispr/Cas9 system in an autonomous conjugation plasmid in order to make the
dissemination system much more efficient.

Our system has shown that Crispr/Cas9 works well with a mobilizable plasmid and has made it
possible to cut an ampicillin resistance gene present either in a plasmid or in the chromosome
of a recipient cell. The implementation of this system in a stand-alone plasmid is promising
and, but still at an early stages. This system could perhaps, in the long term, complement the
various solutions that are being put in place to combat bacterial multi-resistance.
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Résumé

Le probleme li¢ aux bactéries multi-résistantes aux antibiotiques devient une urgence a
I’échelle mondiale. En effet, ’OMS estime que d’ici 2050, il y aura plus de déces dans le
monde dus a ces bactéries pathogeénes que de déces liés aux cancers. La mauvaise utilisation
des antibiotiques depuis de nombreuses années a permis, entre autres, 1’apparition et le
développement de bactéries multi-résistantes. La découverte de nouveaux antibiotiques se
faisant de plus en plus rare, nous risquons de revenir a une époque pré-antibiotique, ou la
moindre infection bactérienne risquait d’étre fatale pour la santé.

Les causes de I’apparition de la multi-résistance aux antibiotiques sont multiples. Elles sont
principalement dues a la surutilisation d’antibiotiques dans la médecine moderne et dans le
secteur agroalimentaire. Cela entraine une évolution des bactéries qui, par mutation ou échange
d’ADN, acquicrent des génes de résistance a ces antibiotiques. Ces bactéries résistantes se
multiplient et deviennent alors majoritaires, rendant la lutte contre I’infection tres difficile. Pour
aggraver la situation, lorsqu’une bactérie posséde un geéne de résistance a un antibiotique, elle
peut le transmettre a d’autres bactéries de la méme espeéce ou d’especes différentes. Ce mode de
transmission « horizontal » est principalement di a la transformation naturelle, a la transduction
via bactériophages, ou encore a la conjugaison entre bactéries.

La conjugaison bactérienne, un des phénoménes naturels moteurs de 1’évolution bactérienne,
consiste en un transfert d’ADN — principalement de plasmides - entre deux bactéries en contact.
Les bactéries contenant les geénes nécessaires a la conjugaison mettent en place la machinerie
nécessaire pour établir le contact entre les deux bactéries, et initient la coupure simple brin du
plasmide conjugatif qui est alors «tracté » vers la bactérie receveuse par un systéme de
sécrétion spécifique. Une fois transféré, le plasmide est alors re-synthétisé sous forme double
brin et la bactérie cible devient porteuse du méme plasmide que la bactérie donneuse. Au final,
ce systeme permet un échange de matériel génétique entre bactéries, tel que par exemple des
genes de résistance aux antibiotiques.

Le projet de ce mémoire consiste a tirer profit du mécanisme de conjugaison, pour aller détruire
les génes bactériens de résistance aux antibiotiques. En effet, I’idée est d’utiliser une bactérie
« donneuse » portant un plasmide de conjugaison, lui-méme équipé d’un systéme « tueur » basé
sur Crispr/Cas9 afin de cibler et détruire un géne de résistance aux antibiotiques chez une
bactérie cible « receveuse ».

Dans un premier temps, nous allons utiliser le systéeme Crispr/Cas9 dans un plasmide de
conjugaison minimum de type « mobilisable », ¢’est-a-dire un plasmide relativement petit, dont
I’essentiel de la machinerie de conjugaison est fournie par le génome de la bactérie hote. Dans
un deuxiéme temps, l’idée sera d’utiliser le systeme Crispr/Cas9 dans un plasmide de
conjugaison autonome afin de rendre le systéme de dissémination beaucoup plus efficace.

Notre systétme a montré le bon fonctionnement de Crispr/Cas9 avec un plasmide de type
mobilisable et a permis de couper un géne de résistance a I’ampicilline présent, soit dans un
plasmide, soit dans le chromosome. La mise en place de ce systéme dans le plasmide autonome
RP4 est prometteuse mais nécessite des développements ultérieurs. A terme, ce systéme
pourrait compléter les différentes solutions qui sont mises en place pour lutter contre la multi-
résistance bactérienne.
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1. Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene trés connu, posant un énorme probleéme
de santé publique. En effet, depuis quelques années, on remarque que les bactéries pathogenes,
habituellement éliminées avec un simple traitement aux antibiotiques sont de moins en moins sensibles
a ces antibiotiques. Souvent, elles deviennent méme totalement résistantes a plusieurs antibiotiques de la
pharmacopée : on parle alors de bactéries multi-résistantes (MRB). Ce probléme a I’échelle mondiale
devient de plus en plus important au fil du temps et la moindre infection provoquée par ces bactéries
pathogenes devient extrémement difficile a combattre.

Les causes liées a cette multi-résistance sont multiples, mais principalement dues a la consommation
intensive d’antibiotiques par I’homme. Pour aggraver la situation, les bactéries possédent plusieurs
moyens pour s’échanger les génes de résistance aux antibiotiques entre souches de la méme espece ou
entre souches d’espéces différentes. Parmi ces moyens, on retrouve par exemple la transformation
bactérienne (la capacité¢ de récupérer de I’ADN présent dans 1’environnement), la transduction (la
capacité d’acquérir de ’ADN par 'intermédiaire d’un virus) ou encore par conjugaison (transfert
d’ADN entre deux bactéries en contact).

Heureusement, de nombreux moyens et de nombreuses études sont mis en ceuvre afin de trouver des
solutions pour combattre les bactéries pathogénes multi-résistantes.

Afin de mieux comprendre le but et la technique du travail réalisé lors de ce mémoire, nous allons
détailler différents sujets dans cette introduction : (1) la problématique mondiale liée aux bactéries
multi-résistantes, (2) le principe général de la conjugaison bactérienne chez les bactéries Gram-
négatives comme moyen de transfert d’ADN et brievement (3) le principe de base des manipulations du
génome par le systéme de défense Crispr/Cas9.

1.1 La multi-résistance bactérienne aux antibiotiques

1.1.1 Situation actuelle

Depuis la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928, les antibiotiques ont
considérablement fait reculer les déces associés aux maladies de type bactériennes. Les antibiotiques
sont des molécules, naturelles ou synthétiques, permettant de combattre les infections provoquées par
les bactéries. Plusieurs familles d’antibiotiques existent, telles que par exemple les B-lactamines, les
aminosides, ou les sulfamides (Etebu et al., 2016). Les antibiotiques, qu’ils soient d’origine naturelle ou
synthétique, peuvent agir différemment selon leur composition et leur mode d’action. Ils peuvent agir
par exemple en affectant 1’intégrit¢é de la membrane cytoplasmique de la bactérie, en inhibant la
synthése d’ADN ou de protéines, en inhibant la synthése de la paroi, ou encore en bloquant certaines
voies du métabolisme (Walsh & Wencewicz, 2016).

La résistance bactérienne aux antibiotiques se produit lorsqu’une bactérie survit a la présence d’un
antibiotique, alors que celui-ci aurait dii 1’éliminer ou bloquer sa croissance. Il en résulte que cette
bactérie survivante va continuer a croitre et a s’étendre en bénéficiant de 1’absence de compétition de la
part des autres bactéries de I’environnement. Cette résistance aux antibiotiques arrive naturellement au
fil du temps, soit par des mutations génétiques, soit par 1’acquisition de matériel génétique étranger.
(Voir section 1.1.3)



Il arrive de plus en plus souvent que des bactéries soient résistantes a plus d’un antibiotique : on parle
alors de bactéries multi-résistantes (MRB). Il arrive méme que certaines souches deviennent
insensibles a pratiquement tous les antibiotiques connus de la pharmacopée. Les équipes médicales sont
parfois forcées d’utiliser des antibiotiques « de la derniére chance », autrefois évités a cause de leurs
mauvais effets secondaires. C’est le cas pour la colistine et les carbapénémes qui sont utilisés en dernier
recours lors d’infections par des bactéries Gram-négatives. Malgré tout, des souches résistantes a ces
antibiotiques ont émergé récemment et tendent a se répandre au niveau planétaire (Velkov et al., 2016).
La bactérie multi-résistante la plus connue et qui pose énormément de problémes dans le secteur
hospitalier est Staphylococcus aureus. On retrouve parfois jusqu’a 45% de cette bactérie sous sa forme
multi-résistante (MRSA) dans les hopitaux (Chaoui et al., 2019).

Ces bactéries multi-résistantes posent donc actuellement un probléme de santé mondial dont I’alerte a
¢été lancée dans un rapport de I’OMS de 2014. De nos jours, un peu moins d’un million de personnes
meurent chaque années des suites d’une infection par une bactérie résistante. Cependant, les projections
de I’OMS indiquent que si aucune solution n’est trouvée, en 2050 les bactéries multi-résistantes
pourraient provoquer plus de dix millions de déces par an, c’est-a-dire plus que les déces provoqués par
les cancers ou les maladies cardio-vasculaires (O’Neill, 2014).

En 2017, POMS a également listé trois catégories de souches bactériennes représentant une urgence a
I’échelle mondiale : un niveau d’urgence critique car ces bactéries sont résistantes a un trés grand
nombre d’antibiotiques (P. aeruginosa, A. baumannii, Enterobacters), un niveau d’urgence élevé (S.
aureus, H. pylori, Salmonella, N. gonorrhoeae) et un niveau d’urgence modéré (S. pneumoniae, H.
influenzae, Shigella spp.).

Malgré I'urgence de la situation, depuis quelques années, il y a de moins en moins de nouveaux
antibiotiques qui sont découverts et mis sur le marché. Cela est dii principalement au manque
d’investissements de la part des sociétés pharmaceutiques qui considérent que le retour sur
investissement est trop faible (Review on Antimicrobial Resistance, 2016). En effet, la durée d’un
traitement aux antibiotiques est relativement courte, et le colit de ces médicaments est assez faible. Par
conséquent, trés peu de nouveaux antibiotiques sont actuellement découverts.

1.1.2 Origine et causes de la multi-résistance

L’apparition de résistances aux antibiotiques est un processus évolutif naturel, provoqué par I’exposition
des bactéries a ces molécules. Elles peuvent mettre en place différents mécanismes de survie comme (i)
la production d’enzymes pour dégrader I’antibiotique, (ii) empécher ’entrée ou faciliter I’exportation de
I’antibiotique, ou encore (iii) modifier la cible de 1’antibiotique.

Malgré le fait que le développement de ces résistances peut se faire de maniére naturelle par mutation
génétique, c’est principalement le mauvais usage de ces antibiotiques dans la médecine moderne qui a
accéléré I’apparition et la diversification de bactéries résistantes a ces antibiotiques (Holmes et al.,
2016). En effet, la surutilisation d’antibiotique par la médecine a exposé le microbiote & des doses
considérables de molécules antibiotiques, provoquant le développement de nouvelles résistances (Elliott
et al., 2006). De par la mondialisation, la propagation des souches bactériennes résistantes peut se faire
facilement entre humains.

Le secteur agroalimentaire et vétérinaire est également en grande partie responsable de cette
propagation. En effet, ['utilisation intensive d’antibiotiques chez le bétail a permis la sélection et le
développement de bactéries résistantes qui, au final, peuvent étre transmises a ’homme via la chaine
alimentaire (Fig. 1). De plus, de par leurs déjections, I’homme et 1’animal rejettent des bactéries
résistantes dans les cours d’eau, en aval des villes et des nappes phréatiques (Falgenhauer et al., 2019 ;



Squadrone S., 2020). En bout de chaine, ces bactéries finissent par se retrouver méme dans les hopitaux,
ou chaque patient est susceptible d’€tre « infecté » par une telle bactérie (Sib et al., 2019) (Fig. 1).

En fin de compte, a cause de la mauvaise utilisation des antibiotiques et grace aux mutations naturelles
et transferts génétiques, on se retrouve avec des bactéries qui sont résistantes a plusieurs antibiotiques.
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Figure 1: Représentation schématique des modes de circulation des antibiotiques (fléches rouges) et des bactéries
résistantes (fleches vertes) (source : Inserm/Koulikoff, Frédérique)

1.1.3 Modes de transmission

Lorsqu’une modification génétique permettant de résister a un antibiotique est acquise par une bactérie,
ce geéne de résistance peut malheureusement étre disséminé vers d’autres bactéries. On parle de transfert
génétique vertical lorsque I’ADN est hérité¢ du parent, et de transfert horizontal quand I’ADN est
acquis d’un organisme étranger.

Ce mode d’acquisition de matériel génétique étranger peut se faire de différentes fagons: soit par
transformation naturelle de morceaux d’ADN présent dans le milieu environnant (Fig. 2A) (Overballe-
Petersen et al., 2013), soit par transduction via I’intermédiaire d’un bactériophage (Fig. 2B) (Tenover
F.C., 20006), soit par conjugaison (Fig. 2C). La transmission des résistances aux antibiotiques se fait en
majorité par conjugaison bactérienne de plasmides.

Lorsque du matériel génétique est acquis par une bactérie, celle-ci peut le garder si il lui confére un
avantage sélectif, ce qui est le cas pour la résistance aux antibiotiques dans des conditions de traitement.
Il n’est également pas rare que cet ADN soit intégré dans le chromosome de la bactérie, via des
mécanismes naturels tels que la transposition ou la recombinaison homologue (Tenover F.C., 2006).
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Figure 2 : Modes de transfert horizontal de matériel génétique chez les bactéries. A : Transformation bactérienne. B :
Transduction bactérienne. C : Conjugaison bactérienne.

1.1.4 Quelles solutions ?

A présent que le monde est de plus en plus conscient du probléme, il est urgent de limiter la
consommation d’antibiotiques et de les utiliser uniquement lorsque cela s’aveére nécessaire. Par
exemple, en cas d’infections bactériennes, les antibiotiques a large spectre doivent étre évités lorsque
des antibiotiques a spectre réduit, tout aussi efficaces, sont disponibles (Ruppé et al., 2018). De plus, le
monde médical, vétérinaire, industriel et politique doit étre sensibilisé & ce probléme et prendre toutes
les mesures globales nécessaires afin d’éviter autant que possible les infections, telles que des mesures
d’assainissements ou simplement d’hygiéne (Silva et al., 2020).

Pour lutter contre la multi-résistance bactérienne, de nombreuses recherches sont développées et
plusieurs pistes sont déja explorées.

La recherche de nouveaux antibiotiques est toujours en cours, mais le nombre d’antibiotiques
découverts chaque année a diminué, en partie a cause du manque d’investissement de la part des
laboratoires pharmaceutiques. Quelques nouvelles molécules ont cependant été¢ découvertes récemment,
tel que le tazobactam, le ceftolozane ou encore le delafloxacin qui cible les infections de la peau par S.
aureus (O’Riordan et al., 2018). Les recherches actuelles se concentrent surtout sur 1’inhibition des -
lactamases, qui rendent sensibles les bactéries initialement résistantes aux antibiotiques de la famille des
B-lactamines (Bush, K., 2018 ; Bush & Bradford, 2019). En effet, ces antibiotiques ont 1’avantage de
présenter peu d’effets secondaires. L’utilisation de bactériocines est également une piste explorée et a
déja montré de bons résultats avec les MRSA (Nascimento et al., 2006). On recherche également de
nouvelles substances parmi les nombreuses bactéries marines encore peu connues (Wiese & Imhoff,



2019). Sachant qu’environ 99% des bactéries nous sont encore inconnues ou demeurent incultivables en
laboratoire, il y a 1a un réservoir énorme de molécules potentiellement intéressantes.

Une autre solution consiste a utiliser la phagothérapie, c’est-a-dire 1’utilisation des bactériophages,
ennemis naturels des bactéries. Cette technique a été imaginée trés tot dans I’histoire mais a
malheureusement été laissée de coté depuis la découverte des antibiotiques, sauf dans quelques pays de
I’ex-union soviétique. Néanmoins, depuis D’arrivée des souches bactériennes multi-résistantes et la
difficulté a les combattre avec des antibiotiques classiques, les recherches en phagothérapie ont repris
un peu partout dans le monde (Lin et al., 2017) suite notamment aux premiers résultats encourageants
obtenus dans les années 80’ (Slopek et al., 1987). Cette technique a 1’avantage de permettre le ciblage
des bactéries pathogenes en utilisant un cocktail de phages spécifiques a cette bactérie. En effet, un
bactériophage est capable de reconnaitre un récepteur membranaire ou le pilus de sa bactérie cible, ce
qui lui confére sa spécificité. Cela permet donc la mise au point d’un médicament « sur mesure ».
Lorsque la bactérie est infectée, le virus injecte son matériel génétique afin de poursuivre son cycle de
réplication. Celui-ci sera soit de type lysogénique, soit lytique, entrainant la mort de la bactérie. Cette
stratégie a déja montré de bons résultats et est toujours en cours de développement (Brown et al., 2017 ;
Kortright et al., 2019) malgré le fait que les bactéries développent également, comme pour les
antibiotiques, des résistances aux phages. Malheureusement, la recherche en phagothérapie en Europe
est encore lente a cause notamment d’un manque de législation appropriée concernant 1’utilisation de
virus en thérapie humaine.

D’autres solutions envisageables ?

Une autre solution a explorer serait d’utiliser le mécanisme de Crispr/Cas9 (Voir section 1.3) afin de
cibler et couper les génes de résistances aux antibiotiques. Le gros avantage de ce systéme est sa
spécificité. En effet, il a été montré que Crispr/Cas9 pouvait cibler et tuer des bactéries en choisissant
comme cible des génes chromosomiques essentiels (Gomaa et al., 2014).

Un tel systeme offre de nombreuses perspectives et pourrait étre véhiculé dans la bactérie cible via des
phages, des nanoparticules ou encore par conjugaison au départ d’une autre bactérie (Gholizadeh et al.,
2020)

L’utilisation thérapeutique de Crispr/Cas9 en phagothérapie est encore débattue en raison des lacunes
que propose la phagothérapie telles que (i) la faible efficacité d’administration, (ii) la gamme étroite de
I’héte et surtout (iii) le transfert potentiel du génome viral. Cependant, la preuve de concept d’un tel
systéme a été démontrée in vitro et in vivo avec I'utilisation de Crispr/Cas9 véhiculé par le phage ¢NM1
(Bikard et al., 2014), le phage A (Yosef et al., 2015) ou encore le phage ¢SaBov (Park et al., 2017). Le
systéme Crispr/Cas9 a été introduit dans un plasmide, puis intégré dans une région non codante d’un
phage tempéré (Fig. 3). Malgré une faible efficacité, ce systtme a bien réussi a cibler et tuer
spécifiquement les S. aureus indésirables sans affecter les autres bactéries présentes. Associer la
phagothérapie avec Crispr/Cas9 semble donc déja une solution trés prometteuse (LeMieux J., 2019)
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Figure 3 : Le systtme CRISPR/Cas9 programmé pour cibler S. aureus. 1l est induit et délivré par un phage tempéré
dSaBov optimisé. Le systtme CRISPR/Cas9 (tracrRNA, crRNA et Cas9) est exprimé, scanne la séquence PAM et reconnait la
séquence cible dans I'ADN chromosomique, ce qui entraine le clivage de I'ADN chromosomique et la mort de la bactérie (Park
etal., 2017).

Une autre idée serait de véhiculer Crispr/Cas9 par conjugaison bactérienne. Ce systéme présente des
avantages car certains plasmides de conjugaison ont un large spectre d’action. Ils sont également plus
résistants que les phages, en partie parce qu’ils sont moins facilement dégradés par la machinerie
cellulaire de la bactérie cible. C’est un tel systéme que nous allons tenter de mettre en place dans le
cadre de ce projet.

1.2 La conjugaison bactérienne

1.2.1 Principe général

Découverte en 1946 par Lederberg et Tatum, la conjugaison bactérienne est un phénomeéne naturel
d’échange de matériel génétique entre deux bactéries. La bactérie dite « donneuse » établi un contact
physique avec la bactérie dite « receveuse » par I’intermédiaire d’un pilus. Une fois le contact établi, du
matériel génétique sous forme de plasmide simple-brin est alors transféré de maniére unidirectionnelle
vers la bactérie receveuse. En fin de processus, les deux bactéries se retrouvent avec la méme copie
d’ADN et vont chacune pouvoir re-synthétiser le brin complémentaire. (Fig. 4)

Le début de la conjugaison chez les bactéries Gram-négatives se produit lorsque 1’enzyme relaxase
reconnait une région particuliére du plasmide conjugatif appelée « origine de transfert ou oriT ». Elle
forme avec d’autres protéines un complexe appelé « relaxosome » — qui va initier le transfert de I’ADN.
La relaxase effectue une cassure simple-brin au niveau d’oriT, ce qui libére une extrémité 3’OH a partir
de laquelle démarre la synthése complémentaire du brin non transféré dans la cellule donneuse (Fig. 4).
Le relaxosome se lie également a une protéine de « couplage » (T4CP, type IV coupling protein) qui
elle-méme interagit avec le complexe d’un systéme de sécrétion de type IV (T4SS, type IV secretion
system), qui traverse la paroi bactérienne. La relaxase qui est liée de maniére covalente a I’extrémité 5’
du brin transféré est alors « secrétée » dans la cellule receveuse (Fig. 4). Ensuite, grace a 1’activité
ATPase de T4CP, I’ADN attaché a la relaxase est « pompé » depuis la cellule donneuse vers la
receveuse (Fig. 4). Une fois que ’ADN simple brin est transféré vers la bactérie cible, il peut étre



circularisé a nouveau et recopié sous forme double-brin par la machinerie de réplication de la bactérie
hote (Smillie et al., 2012). Par conséquent, la bactérie receveuse contient la copie exacte du plasmide
conjugatif de la bactérie donneuse.

Figure 4 : Principe général de la conjugaison. 1 : la relaxase (R) reconnait ’oriT et clive ’ADN en simple brin. 2 : la
relaxase se fixe sur le simple brin d’ADN et se lie avec la protéine T4CP qui intéragit alors sur le complexe protéique T4SS. 11
y a également formation d’un pilus entre les deux bactéries. 3 : En partie grace a 1’activité ATPase de T4CP, I’ADN est tiré
hors de la cellule et se déplace vers la bactérie cible. 4 : le plasmide simple brin se recircularise. 5 : le brin complémentaire est
synthétisé. (Source : Getino & De la cruz, 2019)

La bactérie donneuse contient I’ensemble des geénes nécessaires & la conjugaison, tels que ceux
impliqués dans la formation du pilus, dans le contact cellule-cellule et pour le transfert de I’ADN entre
les bactéries (Clewell, 2013). Ces geénes sont disposés, selon les cas, de deux fagons différentes : ils
peuvent étre situés (i) en partie dans le chromosome de la bactérie et en partie dans le plasmide ou (ii)
entierement dans le plasmide de conjugaison. Dans le premier cas, on parle de plasmide « mobilisable »
car il ne contient que les génes minimum pour la conjugaison, le reste des geénes étant présents dans le
génome de la bactérie hdte. Dans le second cas, on parle de plasmide « autonome » car il posseéde tous
les génes nécessaires et peut donc conjuguer de maniére autonome, indépendamment de sa bactérie hote
(voir sections 1.2.3 et 1.2.4).

L’efficacité de transfert de ces plasmides conjugatifs est variable. On classe les plasmides conjugatifs
en plusieurs groupes d’incompatibilités (Inc), en fonction de leurs aptitudes a coexister dans la méme
souche bactérienne. Deux plasmides appartenant au méme groupe /nc sont incompatibles (Gregory et
al., 2008). Différents facteurs influencent cette incompatibilité: la présence d’origines de réplication
multiple ou de structures différentes, la structure de 1’origine de transfert, ou encore la présence
d’enzymes de dégradation de ’ADN étranger dans la bactérie cible (Jain & Srivastava, 2013). Des
facteurs externes influencent également D’efficacit¢ de transfert, comme la température, le taux
d’oxygene, la disponibilité en nutriment ou encore la phase de croissance (Frost et al., 2009). Bien que
la plupart des conjugaisons puissent se faire sur milieu solide, certains plasmides tel que les membres de
la famille /ncF conjuguent trés bien en milieu liquide. Cela est dG en partie a la nature des genes Mpf
(Mating-Pair Formation), responsables de la formation du pilus. En effet, s’ils sont épais et flexibles, la
conjugaison pourra se faire en milieu liquide. S’ils sont de nature rigide, tel que le RP4 de la famille
IncPa, il faudra effectuer la conjugaison en milieu solide pour une bonne efficacité (Frost et al., 2009)



Il existe de nombreux types de plasmides conjugatifs dont I’efficacité de transfert varie selon les
especes. Chez les bactéries Gram-négatives on a identifi¢é deux grandes classes de plasmides
conjugatifs : le type F (IncF), dont les plus étudiés sont les plasmides F, R100-1, R1 et le type P (IncP),
tels que RP4 et R751. On peut également citer les plasmides du type Incll (tel que R64), IncN (pCUI,
pKM101), IncW (R388) et bien entendu le plasmide Ti de Agrobacterium tumefaciens (Frost et al.,
2009). Chez E. coli, le plasmide de fertilit¢ (Plasmide F ou F-Factor) a ét¢ étudié pendant de
nombreuses années et a été utilisé pour établir les premiéres cartes génétiques. Il a également été
souvent utilisé, ainsi que d’autres plasmides du méme type, pour transférer des génes lorsque les
souches bactériennes n’étaient pas naturellement transformables, ou bien lorsque la transformation
artificielle était de faible efficacité. Les plasmides conjugatifs chez les bactéries Gram-positives sont
moins bien étudiés, mais on peut citer par exemple le pAD1 et le pIP501 chez Streptococcus et les
plasmides SCP1 et SCP2 chez les Streptomyces (Frost et al., 2009)

1.2.2 Structure génétique des plasmides

On peut prendre comme exemple le plasmide autonome RP4 ou RK2 (GenBank: L27758.1), qui
possede une taille de 60099 pb (voir carte génétique compléte, annexe 6), car la majorité de ses genes
ont ét¢ décrits (Pansegrau et al., 1994). Ce plasmide comporte au moins 74 génes, en majorité sous
forme d’opérons, et environ 40 kb de sa séquence est indispensable pour la conjugaison.

La partie essentielle la plus étudié¢e de RP4 est Porigine de transfert - oriT®™ - et ses génes adjacents.
L’origine de transfert, d’une taille de 250 pb, est le point de départ de la conjugaison et est I’endroit ou
se situe le site de clivage simple brin initié par le relaxosome. Bien entendu, il existe plusieurs variantes
de I’oriT suivant le plasmide de type IncP considéré, comme par exemple I’oriT*®® du plasmide R6K
(Avila et al., 1996).

Autour de la région oriT se trouve la région Tral (« tra» pour transfert). On y retrouve trois genes
indispensables pour le transfert de I'oriT : deux geénes qui participent a la formation du relaxosome,
ainsi qu’'un gene qui code pour la relaxase (Clewell D.B., 2013) (Fig.5).

En amont de I’oriT, une autre région importante est la région Tra2. Elle contient les génes Mpf (Mating
Pair Formation) qui sont impliqués dans la biosynthése et I’assemblage du pilus, la stabilisation de
I’interaction entre les cellules partenaires, la formation du pore de conjugaison, ainsi que deux geénes
essentiels pour le transfert intra spécifique (Fig. 5).

Un clonage des régions Tral et Tra2 montre que ces deux régions, avec ’oriT, sont suffisantes pour un
transfert de plasmide.
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Figure 5 : Structure générale du plasmide conjugatif RK2/RP4. Dans la région Tra 1, Tral et TraK participe a la formation
du relaxosome et Tral code pour I’enzyme qui coupe et se fixe a ’extrémité 5° de la cassure simple brin (Clewell D.B., 2013).
Tral code pour la relaxase et les genes TraH et TraK jouent un réle important pour le relaxosome en se liant & proximité de la
coupure de I’oriT. La primase est codée par le géne TraC. La région Tra2, est disposée aussi en opérons. Ces six geénes, ainsi
que les génes Mpf (Mating Pair Formation), sont impliqués dans la biosynthése et I’assemblage du pilus. Les genes TrbB a
TrbL sont essentiel pour le transfert intra spécifique. Les génes, tel que KorA, KorB, ParA, TrbA agissent comme régulateur.
D’autres séquences sont aussi treés spécifique tel que la resolvase (ParA, TnpR), la transposase (IS21, TnpA), ou I’activateur de
I’origine de réplication (TrfA)

1.2.3 Plasmides conjugatifs autonomes

On parle de plasmide conjugatif autonome lorsque tous les génes nécessaires a la conjugaison se
situent dans le plasmide. Il n’est donc pas dépendant de la bactérie hote. Lorsque ce plasmide a
conjugué vers une bactérie cible, il peut conjuguer a nouveau vers une autre bactérie. Les bactéries
receveuses ayant recu le plasmide conjugatif, deviennent donc a leur tour des bactéries donneuses, ce
qui améliore fortement le taux de propagation du plasmide (Hamilton et al., 2019). Ces plasmides sont
donc autotransmissibles et ont une taille moyenne d’environ 100 kb (Smillie et al., 2010).

On peut classifier la plupart des plasmides conjugatifs par le spectre d’action, c’est-a-dire par leur
capacité a conjuguer, a se répliquer et a se maintenir dans des espéces distantes d’un point de vue
taxonomique. Plusieurs essais ont déja ét¢ menés pour évaluer I’étendue du spectre d’action des
principaux plasmides de conjugaison vers des familles différentes de bactéries cibles (Thomas & Smith,
1987 ; Trieu-Cuot et al, 1987). Lorsque c’est possible, on classe généralement les plasmides en trois
groupes selon 1’étendue de leur spectre d’action : les plasmides a large spectre (Broad Host Range ou
BHR), a moyen et a faible spectre. Les plasmides de type HBR contribuent de maniére significative au
transfert horizontal de traits bénéfiques dans les populations bactériennes, comme la résistance aux
antibiotiques, aux métaux lourds, a la dégradation de composés organiques complexes (comme les
herbicides) etc... Les eaux usées sont le principal réservoir des plasmides conjugatifs qui proviennent de
Pactivité humaine (Akiyama et al., 2010). Le concept de spectre d’action (Host Range) résulte des
tentatives de transfert des premiers plasmides dans différentes souches gram-négatives. Par exemple, de
nombreux plasmides issus de souches d’Enterobacteriaceae peuvent €tre transférés par conjugaison
vers tous les membres de cette famille, et quelques-uns peuvent également étre transférés vers des
bactéries du genre Pseudomonas.



Les plasmides BHR peuvent également étre trés intéressants d’un point de vue pratique, selon
I’application visée, car ils peuvent servir de vecteur tres utile pour les technologies d’ADN recombinant
(Simon R., 1984; Quandt et al., 2004).

Un des plasmides BHR typique est le plasmide RP4 de la famille /ncPa. Ce plasmide porte plusieurs
noms selon les études, mais il s’agit en fait du méme plasmide (Pansegrau, 1994). Il peut étre conjugué
et peut transférer du matériel génétique dans un grand nombre de souches Gram-négatives, telles que
Pseudomonas ou Vibrio (Thomas & Smith, 1987) ainsi que quelques Gram-positives telles que des
Streptococcus, Bacillus, ou Staphylococcus (Trieu-Cuot et al, 1987). Il a trés tot été observé que ce
plasmide contient peu de sites de restriction courants, ce qui empéche la dégradation de I’ADN par les
bactéries receveuses. Cela explique en partie la possibilité de passage vers une large variété d’hotes
(Meyer et al., 1977 ; Jain & Srivastava, 2013).

1.2.4 Plasmides conjugatifs mobilisables

On parle de plasmides conjugatifs mobilisables lorsqu’une partie des génes nécessaires a la conjugaison
ne se trouvent pas sur le plasmide mais se situent dans le génome de la bactérie hote, soit sur un autre
plasmide, soit sur le chromosome. Un tel plasmide est donc totalement dépendant de la bactérie qui
I’héberge pour pouvoir étre transféré (Clewell D.B., 2013). Il ne contient que quelques éléments et
genes essentiels et par conséquent, ils ont une taille moyenne réduite - généralement entre 5 a 10 kb. Ils
existent a 1’état naturel ou sont fabriqués artificiellement au départ de plasmides autonomes. Des
mécanismes tels que la transposition et la recombinaison homologue ont permis 1’intégration d’une
partie des génes de conjugaison dans le chromosome.

Les plasmides mobilisables possédent tous une origine de transfert (oriT), qui est nécessaire pour
démarrer la conjugaison. Ils possédent ¢galement le géne de la relaxase, protéine essentielle pour la
reconnaissance du site oriT et I’initiation de la coupure simple brin. Certains contiennent également le
géne d’une protéine T4CP (Fig.4), impliqué dans la connexion entre le canal de transport et le
relaxosome. Le complexe T4SS, composé de 15 a 30 protéines essentielles pour la conjugaison, est
quant a lui situé sur un autre plasmide ou sur le chromosome (Smillie et al., 2010 ). Comme tous les
plasmides, ils contiennent également une origine de réplication. Le reste des séquences nécessaires a la
conjugaison, tel que par exemple la formation du pilus, est intégré dans le génome de la bactérie hote.

Comme pour les plasmides autonomes, le concept de spectre d’action s’applique également en fonction
de la nature et de I’origine des génes présents (Jain & Srivastava, 2013). De tels plasmides peuvent donc
aussi étre utilisés pour transférer une séquence d’ADN vers une bactérie cible. L’avantage principal de
ce type de plasmide est qu’il posséde une plus petite taille, ce qui permet de le manipuler plus
facilement (Quandt et al., 2004). Il est également utile si, selon les besoins, on souhaite transférer une
séquence ADN une seule fois vers une bactérie qui ne contient pas les genes de conjugaison et ainsi
garder un certain controle sur la propagation du vecteur (Frost et al., 2009)

1.3 Le systeme Crispr/Cas9

Tous les organismes cellulaires ont développé des stratégies pour combattre I’invasion d’ADN parasites.
Chez de nombreuses bactéries et archées, le systtme CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) associé aux protéines CAS (CRISPR-associated protein) a été découvert comme
un systeme adaptatif de défense contre I’ADN étranger provenant de bactériophages ou de plasmides
(Barrangou et al., 2007). Il s’agit donc en quelque sorte d’une forme d’immunité acquise bactérienne,
qui confére une protection contre des infections de phages ou des transferts de plasmides étrangers.
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Ce systeme naturel de défense est donc composé, dans la plupart des cas, d’une protéine — la protéine
Cas — et une ou plusieurs régions CRISPR. Celles-ci sont constituées de plusieurs courtes séquences
nucléotidiques séparées par des espaceurs (« spacer ») répétées qui seront transcrites en ARN (crRNA)
ciblant des ADN étrangers spécifiques (Fig. 6). Cette séquence d’ARN est complémentaire a ’ADN
cible et s’associe a la nucléase Cas. Le complexe est capable de « scanner » ’ADN et si une région
complémentaire est reconnue, ’ADN sera clivé, a proximité d’une séquence PAM (« Protospacer
Adjacent Motif », constituée d’un trio de nucléotides NGG dans le cas du systéme CRISPR/Cas9 le plus
¢tudié) qui est également nécessaire pour que la cassure ait lieu (Fig.6). Ce systéme Crispr/Cas a évolué
chez les bactéries, principalement sous la forme de différentes versions de la protéine Cas. A I’heure
actuelle, on connait quatre familles de protéines Cas différentes, comprenant jusqu’a plus de 40
protéines différentes (Haft et al., 2005). La plus connue étant Cas9, de la famille II-A et issue de la
bactérie S. pyogenes.

Depuis la découverte de ce systeme, de nombreuses applications ont vu le jour pour 1’édition et la
manipulation des génomes (Doudna & Charpentier, 2014) comme la cassure double-brin ou encore la
répression de genes particuliers. En effet, une variante de Cas9 sans activité catalytique (dCas9) est
utilisée pour effectuer de l’interférence (CRISPRi) et empécher I’expression de certains génes par
encombrement stérique. Cependant, I’application la plus connue du systeme Crispr/Cas9 consiste en la
possibilité de clivage de I’ADN par la protéine Cas9, ciblé par le guide ARN de Crispr. La cassure
double brin associée a des mécanismes de réparation par recombinaison homologue permet d’insérer de
I’ADN étranger dans un chromosome et facilite grandement la construction d’organismes
génétiquement modifiés.

Des études phylogénétiques, in vitro ou in vivo, indiquent que, naturellement, le systéme Crispr/Cas9
utilise deux ARN distincts comme guides : le tractrRNA et le ctRNA (Deltcheva et al., 2011 ; Jinek et
al., 2012) (Fig. 6A). Néanmoins, pour faciliter 1’utilisation du systéme en une seule séquence, on peut
¢galement utiliser un seul guide ARN (appelé sgRNA) en reliant les deux ARN crRNA et tractRNA
(Fig. 6B)

A Cas9 programmed by B Cas9 programmed by
crRNA:tracrRNA duplex

single guide RNA

Target
DNA

Figure 6 : schéma représentant le systéme Crispr/Cas9 chez S. pyogenes. (A) Le guide ARN est naturellement composé de
deux séquences crRNA et tracRNA ou (B) est constitué artificiellement d’une seule séquence appelée sgRNA.

Certaines études ont démontré et optimisé la construction d’un guide RNA d’une seule séquence (Jinek
et al., 2012) (Fig. 6B) C’est sur ce principe que nous nous sommes basés pour la construction de notre
guide ARN dans ce travail.
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2. Objectifs et stratégies

Objectif du projet

Mon travail de mémoire est a I’initiation d’un projet plus général visant & développer un nouveau
systtme de lutte contre les bactéries multirésistantes en combinant la conjugaison bactérienne et la
technologie CRISPR/Cas. L’objectif sera de réaliser une preuve de concept en équipant un plasmide
conjugatif avec un systetme Crispr/Cas9 programmé pour inactiver un gene de résistance a un
antibiotique, dans une bactérie cible (Fig. 7).

Ce projet est prévu en plusieurs grandes étapes :

- Construire et tester ’efficacit¢ d’un plasmide conjugatif de type « mobilisable » et de type
« autonome » comprenant un systeme Crispr/Cas9 ciblant un geéne de résistance a un
antibiotique.

- Optimiser ’efficacité de conjugaison de ces plasmides et tester différentes cibles.

- Tester I’étendue de I’efficacité de ces plasmides pour des conjugaisons interspécifiques.

i

Chromosome Donor cell Cas9-antiX Recipient cell
Pathogenic: unwanted gene is cut

Figure 7 : Représentation schématique du projet. Le systeme Crispr/Cas9 (en -orange)_est inséré dans un plasmide de
conjugaison porté par une bactérie donneuse (a gauche). Une fois qu’il a été transféré a sa bactérie cible par conjugaison (a
droite), Crispr/Cas9 coupe le géne X de résistance a un antibiotique.

Stratégie
Choix du plasmide conjugatif

Le choix de notre plasmide mobilisable s’est fait sur base des plasmides a notre disposition, regus
amicalement du Centre d’étude de I’Energie Nucléaire (CEN). Le plasmide conjugatif mobilisable
utilisé dans ce travail et qui a donné de bons résultats est le plasmide ATCC" 87095 pK18mob (Fig. 8).
Il est de petite taille et facile a manipuler. Ce plasmide mobilisable, dépendant des autres génes présents
dans le génome, permet en théorie la conjugaison vers une large gamme de bactéries Gram-négatives (et
quelques Gram-positives). Il est dérivé du plasmide pK18 de E.coli (Pridmore, R.D., 1987) et contient
I’oriT de RP4. Le plasmide pK18mob contient également le géne de résistance a la Kanamycine,
P’origine de réplication pMBI, le site de clonage multiple (MCS) du pUC18 placé dans le géne de la -
galactosidase (lacZ), entouré de deux régions permettant un séquencage avec les amorces standards
M13 (Schifer et al., 1994).

Construction du plasmide conjugatif
Pour la construction du plasmide, nous avons utilisé la protéine Cas9 et son promoteur constitutif a

partir du plasmide pCAS9 (Jiang et al., 2013), et nous avons dessiné et commandé les guides RNA
optimisés (Jinek et al., 2012).
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Dans un premier temps nous avons choisi deux guides RNA pour Crispr/Cas9 : un guide pour cibler le
geéne de la protéine fluorescente rouge (RFP) afin de pouvoir visualiser facilement les résultats, et un
guide pour cibler le géne de résistance a I’ampicilline car nous avons des souches et de nombreux
plasmides tests portant ce géne de résistance.

pK18mob_from_CEN

3793 bp

Figure 8 : Carte génétique du plasmide pK18mob. En vert, le géne de résistance a la Kanamycine, I’origine de transfert oriT
(en gris), I’origine de réplication pMB1 (en jaune), le géne LacZ (en mauve) et le MCS (en bleu)

Choix des cibles

Le plasmide pSB4AS a été choisi pour servir de cible dans la bactérie receveuse DH5a. Il contient un
gene codant pour la RFP ainsi qu’un geéne de résistance a I’ampicilline (AmpR). Son origine de
réplication (pSC101) a été choisi pour étre compatible avec celle du plasmide conjugatif pK18mob. Une
souche E.coli TEM1 contenant le géne de résistance a I’ampicilline dans son chromosome (AmpR“"™®) a
¢galement été choisie pour cible. De plus, une cassure double brin dans le chromosome est 1étal pour la
bactérie.

La souche MFDpir

La souche bactérienne MFDpir (E.coli) utilisée dans ce travail est issue de la souche S17-1 contenant les
génes de la machinerie de conjugaison de RP4 dans son chromosome (Simon et al., 1983), et pour
laquelle la séquence d’insertion du phage Mu a été retirée (Ferriere et al., 2010). Initialement, lors de la
construction de la souche S17-1, I’intégration des génes de conjugaison du RP4 dans le chromosome a
été réalisée par transposition via le phage Mu (Dénarié et al, 1977) Cependant, il a été observé que la
présence de la séquence Mu pouvait s’ insérer de maniére aléatoire dans le chromosome de la bactérie, et
créer des phénotypes inattendus, rendant parfois les résultats difficiles & interpréter. Pour éviter ce genre
de probléme, une nouvelle souche a été créée sans la séquence Mu : MFDpir (Mu-Free-Donor). De plus,
I’incapacité de cette souche auxotrophe a croitre en 1’absence de DAP (diaminopimelic acid) permet une
analyse phénotypique facile (Ferriere et al., 2010). Aprés des premiers résultats incohérents obtenus
avec la souche S17-1, nous avons choisi d’utiliser cette nouvelle souche dans le cadre de ce travail.
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3. Matériel et méthodes

Protocoles standards

Les digestions ont été réalisées avec les enzymes de NEB®, selon le protocole standard du fabriquant.
Les ligations ont été effectuées avec T4 Ligase de BioLabs®, selon le protocole standard du fabriquant.
Pour une meilleur efficacité, les ligations ont été effectuée O/N a 4°C.

Les PCR ont été réalisées avec la polymérase Q5 de NEB®, selon le protocole standard du fabriquant.
Les minipreps, sauf avis contraire, ont été effectuées avec le kit « GeneElute Plasmid Miniprep » de
SIGMA" , selon le protocole standard du fabriquant.

Tous les milieux de culture ont été préparés avec du LB standard (pour 1 litre : 10g de peptone, 5g
d’extrait de levure, 5g NaCl et 12g Agar) + antibiotiques (Voir Table 1)

3.1 Design et construction d’un plasmide conjugatif mobilisable

3.1.1 Construction du plasmide mobilisable

Le plasmide de départ est le pK18mob, d’une taille de 3793 paires de base (pb), que nous avons recu du
CEN. Il posséde dans son site de clonage (MCS) deux sites uniques : Pstl et Xbal qui seront utilisés
pour I’insertion de notre cassette Crispr/Cas9.

Design de la cassette Crispr/Cas9

Dans un premier temps, il s’agit d’assembler le géne de la protéine Cas9 avec une séquence guide RNA
permettant de cibler le géne d’intérét (rfp ou bla, encodant respectivement la protéine fluorescente rouge
et le gene de la B-lactamase).

Le géne de la protéine Cas9 -ainsi que son promoteur constitutif- a été amplifié par PCR a partir de
plasmide pCAS9 (Jiang et al., 2013). Les primers utilisés pour ’amplification de Cas9 et de son
promoteur — Cas9-Fw et Cas9-Rev (voir liste des primers, Annexe 1) — ont été choisi de sorte a avoir le
site de restriction Pstl a I’extrémité 5’ et le site Xmal a ’extrémité 3’. La taille du fragment obtenu, de
4480 pb, a été vérifiée sur gel. Ce fragment, de méme que le plasmide pK18mob, ont été digérés par
Xmal et Pstl, puis ligués. La transformation a été effectuée par la technique de chimio compétence. Les
bactéries recombinantes contenant le plasmide pK18mob_Cas9 ont été isolées sur boite et cultivées dans
un milieu LB avec Kanamycine. La présence de I’insert Cas9 a été vérifié par digestion et visualisée sur
gel (voir Résultats).

Le guide ARN utilisé pour Crispr/Cas9 a été choisi en une seule séquence, comme cela a déja été décrit
et utilisé dans d’autres études (Jinek et al., 2012). Les régions cibles (RFP et AmpR) ont été choisies a
coté d’un site PAM et vérifiées par deux logiciels en ligne afin d’éviter un maximum « d’Off-Target ».
Nous avons incorporé a cette séquence un site de restriction Xmal du c6té 5° afin de pouvoir le liguer
avec la séquence Cas9, ainsi qu’un site Xbal du c6té 3’ pour la ligation dans le plasmide cible. Deux
séquences ont été dessinées : 1’'une contenant un guide RNA pour cibler le géne de la RFP, I’autre pour
cibler le géne de résistance a I’ampicilline (AmpR) Cette séquence, d’une taille de 258 pb (Fig. 9), a été
commandée et synthétisée chez IDT. Elle a ensuite été réamplifiée par PCR afin d’obtenir plus de
matériel génétique.
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Cassette_sgRNA_antiRFP (258 bp)

Xbal PstI

158 250

gRNA scaffold

Cible_mRFP1
K7

" |Insert_pK18_G J23119(Spel) promoter

50 0@ 209

Term

Insert_pK18_D

ttaaTCTAGACTTATAGAAGCTTAAGGCGGCCGCTTGTACAGgtccttgacagctagct
cagtcctaggtataatactagtcatgcgtttcaaagticgtagttttagagctagaaatagcaagttaaa
ataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagtcggtgctttttttgaatttcctagagtcg
acctggagaagcttaACGTACGAGCGGCCGCTGGCGCGCCCTTCTTAAAGCTIGCAG
GCATGC

Figure 9 : structure et séquence compléte du guide RNA anti-rfp. En rouge : la cible vers le gene de la RFP. En bleu : le
promoteur J23119. En noir souligné : les sites de restriction Xbal (TCTAGA) et Pstl (CTGCAG)

Ce fragment synthétisé ainsi que le nouveau plasmide pK18mob contenant déja Cas9 ont été digérés par
Xbal et Pstl, puis ligués. La transformation a été effectuée par la technique de chimio compétence. Les
bactéries contenant la cassette complete Crispr/cas9 (Fig. 10) ont été isolées sur boite et cultivées dans
un milieu LB avec Kanamycine. La présence de I’insert du guide RNA a été vérifié par PCR (voir
Résultats). Les plasmides construits et contenant le sgRNA, ciblant soit le géne de la protéine
fluorescente rouge (RFP) soit le géne de résistance a ’ampicilline, ont été dénommés pIG-K1 et pIG-
K2 respectivement (voir résultats). Le plasmide ne contenant que le géne Cas9 a été dénommé pIG-KO0
et servira de contrdle négatif lors des conjugaisons.

K7-sequencée (4914 bp)

Pstl

Xmal XbaI

50 1,000 1,500 2,000 2,5ee 3,ee2 3,509 4,000 4,500

[ K7

Term |

Cible_mRFP1
J23119(Spel) promoter
CASS

Figure 10 : Structure de 'insert utilisé pour la construction du plasmide. Il est composé de la séquence de la
protéine Cas9 (en vert, entre les sites Xmal et Xbal) et du guide RNA (en orange, entre les sites Xmal et Pstl)

Table 1 : concentration des antibiotiques et produits couramment utilisés.

Antibiotique/produit

Concentration finale

Ampicilline 100 pg/ml
Chloramphénicol 35 pg/ml
Kanamycine 50 pg/ml
DAP 0,3 mM
Thymidine 0,3 mM
Protéinase K 300 pg/ml
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3.2

3.1.2 - Construction des plasmides des souches receveuses.

Les plasmides des souches receveuses ont été construits, par facilité, a partir des vecteurs et biobrick
(iGem) a notre disposition. Le choix du marqueur de résistance (AmpR) a été fait de manicre a pouvoir
servir de cible pour Crispr/Cas9 et a étre différent de celui du plasmide conjugatif (KanR). Le nombre
de copies et le choix de 1’origine de réplication ont été également pris en compte, afin d’assurer une
compatibilité entre nos plasmides (voir tableau d’incompatibilité, Annexe 4). La souche utilisée est une
E.coli DH5a..

La souche receveuse sJR07 a donc ét¢ obtenue apres transformation de DHS5o avec le plasmide
pSB4A5 BBa J04450 (résistant a ’ampicilline et contenant le géne encodant la RFP) dont I’origine de
réplication pSC101 (2 faible copie, groupe d’incompatibilit¢é B) est compatible avec 1’origine de
réplication pMB1 (groupe d’incompatibilité A) de nos plasmides conjugatifs.

Nous avons également utilisé la souche receveuse E.coli (appelée TEM1, voir génotype en annexe 3)
contenant un geéne de résistance a I’ampicilline (blaTEM-1) dans son chromosome, de méme qu’une
souche de E.coli TOP10 contenant le plasmide pSB4CS5, résistant au chloramphénicol (voir génotype en
annexe 3) pour la conjugaison avec RP4.

3.1.3 - Transformation du plasmide mobilisable dans la souche MFDpir chimio
compétente

Préparation des bactéries MFDpir chimio compétentes :

Préparation du TSS (pour 10 ml) :
- 85mldelLB
- 1gde PEGS8000,
- 0,5 ml de DMSO,
- 0,5ml de MgCI2 1M (pH 6,5)
- =>filtreza 0,22 um
Préparation des cellules :
- A partir d’une colonie, lancer la préculture dans 5 ml de LB+ DAP, incuber O/N a 37°C
- Ensemencer 20 ml de LB sans antibiotique avec 200 pl de la préculture. Incuber a 37°C jusqu’a
une D.O. de 0,5 (entre 2h et 4h)
- Aliquoter 1,5 ml dans des Eppendorfs, centrifuger 5 minutes a 3800 RPM, jeter le surnageant.
- Resuspendre dans 200 pl de TSS refroidi a 0°C (sur glace). A ce stade les cellules sont
compétentes et peuvent étre stockées a -80°C

Transformation par chimio compétence :

- Mettre 100 pl de cellules compétentes dans un Eppendorf et ajouter le plasmide (de 1 a 5 pl)
(environ 100 ng de vecteur si ligation)

- Incuber 25 minutes dans un bain de glace

- Choc thermique de 2 minutes a 42°C, et remettre sur glace au moins 5 minutes.

- Ajouter 1 ml de LB (+DAP) et incuber 1 heure a 37°C sous agitation.

- Etaler sur boite LB (+antibiotique +DAP) 500 pl, 250 pl, 100 ul de la culture et incuber O/N a
37°C

Sélection et vérification des bactéries recombinantes

Une souche de E.coli MFDPir a été transformée avec notre plasmide conjugatif par la méthode du type
chimio compétente. Les bactéries transformées ont été sélectionnées sur Kanamycine, géne rapporteur
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du plasmide pK18mob. Parmi les colonies obtenues, nous avons vérifi¢ par PCR la présence de notre
insert de taille d’environ 4900 pb.

3.3 Conjugaison bactérienne

Les conjugaisons entre la souche donneuse (D) contenant le plasmide de conjugaison avec notre cassette
Cripr/Cas9 et la souche receveuse (R) ont été réalisées soit en duplicat, soit en triplicat. Comme controle
négatif, la méme opération a été réalisée avec une souche donneuse contenant le plasmide de
conjugaison, avec Cas9 mais sans le guide RNA. Nous avons utilisé et adapté un protocole par contact
sur boite de pétri, en utilisant un ratio d’environ une bactérie donneuse pour une bactérie receveuse
(ratio 1/1) :

Protocole général de conjugaison

- Etalement sur deux boites (+antibiotique) O/N de la bactérie receveuse et donneuse a partie du
stock glycérol
- Préculture d’une colonie dans Sml de LB + antibiotique, et incubation a 37°C O/N
- Resuspension de 200 ul de la préculture dans 15 ml de LB + antibiotique, et incubation a 37°C
environ 3 heures jusqu’a une D.O. (600nm) d’environ 0,500
- Lavages (x2):
o Centrifugation a 3800 RPM pendant 5 minutes. Suppression du surnageant.
o Resuspension du culot dans 1 ml de PBS 1x dans un Eppendorf.
- Centrifugation a 3800 RPM pendant 5 minutes. Suppression du surnageant.
- Resuspension du culot dans 500 pl de LB, et incubation & 37°C pendant 30 minutes.
- Conjugaison :
- Dépot sur boite de Pétri LB (sans antibiotique + DAP si nécessaire) de 15 ul de la souche
receveuse (R), de la souche donneuse (D) et en triplicat de 15 pl de receveuse + 15 pl de
donneuse par-dessus (D+R). (voir schéma ci-dessous)

- Incubation des boites (une boite avec conjugaison contrdle et une boite avec conjugaison
Crispr/Cas9) pendant 18 heures a 37°C

- Décrochage des bactéries et resuspension dans 1 ml de LB.

- Lavage (optionnel, selon les cas) :

- Centrifugation a 3800 RPM pendant 5 minutes. Elimination du surnageant et resuspension du
culot dans 1 ml de LB. Centrifugation a nouveau et resuspension dans 250 pl de LB.

- Incubation avant lecture des résultats :

- Dilution de chaque suspension de 10" & 10 et étalement sur boite de LB (+ antibiotique) de
100 pl de culture. Incubation 0/N a 37°C.

- Comptage et observation des colonies et calcul de I’efficacité de conjugaison.
Remarque : les ratios 1/1, 1/10, 10/1 entre la souche donneuse et receveuse ont parfois été
testés.
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Calcul de Pefficacité de conjugaison

Les bactéries receveuses sont sélectionnées facilement car en enlevant le DAP du milieu, les bactéries
donneuses sont éliminées. Le taux d’efficacité de conjugaison peut ensuite s’exprimer par le rapport
entre le nombre de bactéries receveuses ayant recu le plasmide conjugatif et le nombre total de bactéries
receveuses total.

Formule :
# de bactéries receveuses ayant recu le plasmide

Efficacité de conjugaison =
# de bactéries receveuses
On peut également déterminer le taux d’efficacité de Crispr/Cas9 en comparant les résultats entre les
souches conjuguées et les souches controles.

3.4 Début de construction d’un plasmide conjugatif autonome

La premieére possibilité testée pour insérer notre cassette Crispr/Cas9 dans le plasmide RP4 de 60kb, est
la digestion/ligation classique. Nous avons associ¢é a cette cassette un gene de résistance au
chloramphénicol pour la sélection des bactéries recombinantes.

Tentative de construction d’un RP4 par digestion/ligation

La cassette Cas9 guideRNA de notre plasmide pIG-K1 a été utilisée et réamplifiée avec les amorces
JR-K7-Fw et JR-K7-Rev (voir annexe 1) afin d’obtenir un site de restriction BglII a son extrémité 5 et
Pstl en 3°. Nous avons également amplifi¢ par PCR, avec les amorces JR-Cm-Fw et JR-Cm-Rev (voir
annexe 1), le géne de résistance au chloramphénicol du plasmide pSW23T afin d’avoir un site Pstl a
Pextrémité 5’ et un site Bglll a I’extrémité 3°.

Apres ligation, la cassette Cas9 guideRNA+ chloramphénicol (voir résultats) sera réamplifiée par PCR
avec les amorces JR-K7-Bgl-Fw et JR-K7-Bgl-Rev pour pouvoir ensuite étre insérée dans le plasmide
RP4 par le site unique BgllI (Fig. 11)

Ligation-K7-CmR (5766 bp)
BglII Bglll

1,000 2,000 3,000 4,000 5,008
sy ]

cat promoter
CmR sgRNA_cible_RFP

Figure 11: Schéma de la construction a réaliser pour I’insertion de la cassette Crispr/Cas9 et CmR (en vert), dans le
plasmide RP4. Le site BgllI (en orange) servira de point d’insertion.



Miniprep « old school » du plasmide RP4 (60kb)

Etant donné les mauvais résultats, probablement dus a la grande taille du plasmide RP4, obtenus par les
kits commerciaux, nous avons utilisé une technique de miniprep a 1’ancienne, adaptée d’un protocole
prévu pour BACs, a partir de la souche E.coli CM 140 (voir génotype en annexe 3)

Préparation des solutions :

Solution 1 : 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, pH 8
Solution 2 : 1% SDS, 0,2 M NaOH
Solution 3 : Acétate de potassium 3M, pH 5,5

Protocole :

- A partir d’une colonie, préculture dans 5 ml LB de la souche contenant le plasmide RP4 et
incubation a 37°C O/N

- Centrifugation de la préculture 1 minutes a 13500 RPM

- Retirer le surnageant et ajouter 200 pl de Solution 1, resuspendre et placer le contenu dans un
Eppendorf

- Ajout de 200 pl de Solution 2 fraichement préparée et inverser les tubes 5 ou 6 x

- Ajout de 20 pl de Solution 3 refroidie sur glace et inverser les tubes 5 ou 6 x

- Centrifuger 7 minutes a 13500 RPM

- Transférer 500 ul de surnageant dans un nouvel Eppendorf

- Ajout de 1 ml d’Ethanol 100% (froid a -20°C). Bien mélanger en inversant les tubes et incuber
20 minutes a -20°C

- Centrifuger 15 minutes a 13500 RPM

- Retirer le surnageant et ajout de 100 pl d’Ethanol 70% (froid a -20°C)

- Centrifuger 2 minutes a 13500 RPM

- Retirer tout 1’éthanol délicatement. Laisser le tube ouvert environ 5 minutes pour bien sécher.

- Ajout d’environ 25 pl (2 adapter en fonction de la concentration voulue) d’H,O MilliQ pour
redissoudre le plasmide.

Vérification de la présence du site BglII dans RP4

Le plasmide RP4 a été isolé et purifié par miniprep « old school ». La vérification de la présence du site
de restriction Bglll a été réalisée en s’appuyant sur la séquence disponible et nous avons amplifié par
PCR une région de 3000 pb du RP4 avec les amorces JR-Rp4-bgl-fw et JR-Rp4-bgl-rev (voir annexe 1).
Ensuite, une digestion a été effectuée par Bglll sur cette amplification PCR. Le résultat a été placé sur
gel pour vérification (voir résultats).
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4. Résultats expérimentaux

4.1 Construction et vérification du plasmide de conjugaison

La construction du plasmide de conjugaison mobilisable a été réalisé en deux temps : insertion du gene
Cas9 par digestion ligation par Xmal et Xbal dans le plasmide pK18mob, suivi de I’insertion du guide
RNA par Xbal et Pstl. Le plasmide ne contenant que le géne Cas9 servira comme plasmide de contrdle
négatif. (Voir Matériel et méthodes)

Vérification de la présence de ’insert Cas9 :

Apres purification et linéarisation du plasmide par digestion avec Xmal, nous avons vérifié les tailles
sur gel. Le plasmide n’ayant pas recu I’insert doit avoir une taille de 3793 pb. Si il a regu I’insert Cas9,
il doit avoir une taille de 8262 pb.

Figure 12 : Vérification de la présence de I’insert Cas9 dans le plasmide conjugatif. SL : SmartLadder, 1,2,4,6,7 : plasmide
sans I’insert, 3 et 5 : plasmide avec insert Cas9, 8 : plasmide non-digéré.

On peut observer sur le gel (Fig. 12) que deux plasmides (#3 et #5) ont une taille d’environ 8000 pb.
Ces deux clones semblent donc avoir bien recu I’insert Cas9 dans le plasmide pK18mob aprées ligation.
Ces deux clones ont été placés a -80°C en stock glycérol 25%.

Le plasmide final issu de pK18mob avec I’insert Cas9 a été dénommé : pIG-K0

Vérification de la présence de I’insert scRNA :

Apres I’insertion du guide RNA par ligation, nous avons fait une amplification par PCR et vérifié la
taille de I’insert (Voir Matériel et méthodes). La présence du guide RNA devrait donner une taille de
857 pb, et sans I’insertion, une taille de 637 pb.
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Figure 13 : Vérification de la présence du guide RNA. (A) dans le plasmide pIG-K1. SL : SmartLadder, 1 a 6et 8 4 9:
plasmide sans I’insert ou non présent. 7 : plasmide ayant recu I’insert. (B) dans le plasmide pIG-K2. SL : SmartLadder, 1 4 5 :
plasmide ayant regu I’insert. 6 et 7 : plasmide sans ’insert

On peut observer sur le gel (Fig. 13) que le fragment amplifié au départ du plasmide #7 a bien la taille
PCR attendue d’environ 850 pb. Ce clone a donc bien regu le guide RNA anti-RFP dans le plasmide
pK18mob_ Cas9 aprés ligation. De méme, cinq clones (#1 a #5) ont recu le guide RNA anti-Amp aprées
ligation (Fig. 13 B). Ces clones ont été placés a -80°C en stock glycérol 25%.

Le plasmide final issu de pK18mob avec I’insert Cas9 et le guide RNA ont été dénommés :

- pIG-K1 (pour le guide RNA ciblant le gene de la RFP)
- pIG-K2 (pour le guide RNA ciblant le géne de résistante a 'ampicilline)

Transformation

Les souches de E. coli MFDpir ont été transformées par chimio compétence (Voir Matériel et
méthodes). Les clones de E. coli MFDpir ayant recu nos plasmides pIG-K1 et pIG-K2 ont été mis en
stock glycérol a -80°C.

Ces souches ont été dénommées :

- sJRO12 (MFDpir contenant le plasmide pIG-K1 anti-Amp)
- sJR0O13 (MFDpir contenant le plasmide pIG-K2 anti-RFP)
- sJR014 (MFDpir contenant le plasmide contréle pIG-K0 sans sgRNA)

Séquencage de ’insert Cas9 et scRNA

Le séquencage a été effectué par la société Macrogen. L’analyse du séquencage n’a montré aucune
mutation et montre les séquences attendues.

4.2 Test de conjugaison et vérification

Controle de la croissance des souches sur antibiotiques

Il faut avant tout s’assurer que les antibiotiques vont bien pouvoir sélectionner nos différentes souches
bactériennes avant et aprés la conjugaison. Nous avons donc vérifié, avant chaque manipulation, la
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croissance de nos souches sur les différents antibiotiques utilisés pour la sélection des transconjugants.
(voir récapitulatif Table 2)

Table 2 : récapitulatif des contrdles de croissance sur antibiotiques avant les conjugaisons

Souche Résistance Milieu de culture CFU
Donneuse sJR14 KanR (DAP) DAP/Kan >1000
¢ ¢ Kan 0
Amp 0
o © Amp/Kan 0
o o DAPR 0
Donneuse sJR12 KanR (DAP) DAP/Kan >1000
e ¢ Kan 0
Amp 0
o © Amp/Kan 0
o o DAPR 0
Donneuse sJR13 KanR (DAP) DAP/Kan >1000
e ¢ Kan 0
Amp 0
o © Amp/Kan 0
o o DAPR 0
Receveuse sJRO7 AmpR Amp >1000
o © Amp/Kan 0
e ¢ Kan 0
Receveuse TEM 1 AmpR“"™® Amp >1000
¢ ¢ Kan 0
o © Amp/Kan 0
Receveuse Topl0 psB4cs | CmR Cm >1000
B ¢ Amp 0
¢ ¢ Kan 0

Les controles effectués sont corrects. Les antibiotiques vont pouvoir effectuer une sélection post-
conjugaison entre les bactéries donneuses et receveuses. Les souches donneuses ne poussent pas sans
DAP. L’absence de DAP dans le milieu pourra donc servir a ne sélectionner que les bactéries
receveuses apres conjugaison.

Essai de conjugaison

Les essais de conjugaison ont ¢té réalisés avec la souche donneuse MFDpir (DAP") portant le plasmide
conjugatif : soit avec I’insert Cas9 comme controle (sJR14), soit avec I’insert Cas9 et un des deux
guides RNA cibles (sJR12 et sJR13).

Avant de tester 1’efficacité de Crispr/Cas9, nous avons effectué des tests afin de trouver un protocole et
de s’assurer que la conjugaison s’effectue correctement. Plus important : pouvoir compter et estimer
I’efficacité de la conjugaison. Le premier bon résultat a permis de valider le protocole de conjugaison
mis en place (voir matériel et méthodes).

La souche donneuse (D) (sJR14) DAP" contient le plasmide conjugatif pK18mob+Cas9 résistant a la
kanamycine et la souche receveuse (R) (sJR07) contient le géne RFP dans un plasmide résistant a

I’ampicilline.

Comptage du nombre de bactéries donneuses et receveuses :
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Souche Milieu de culture Dilution CFU

Receveuse sJRO7 Amp 10~ 214
Receveuse sJRO7 Amp 10" 29
Donneuse sJR 14 DAP/Kan 10” 24

Résultats post-conjugaison (Duplicat):

Souche (D+R) Milieu de culture Dilution CFU
(1) sJR14 + sJR07 | Kan 107 54
(1) sJR14 + sJR07 | Amp/Kan 107 36
(2) SJR14 + sJRO7 | Kan 107 31
(2) sJR14 + sJR07 | Amp/Kan 107 51

Le nombre de bactéries, aprés conjugaison et sélection par antibiotique, nous indique que la bactérie
receveuse sJR0O7 a bien recu le plasmide conjugatif (a résistance KanR) et monte également qu’elle a
gardé les deux plasmides (conjugatif a résistance Kan, et son propre plasmide RFP a résistance Amp).
L’absence de DAP dans le milieu nous permet de ne sélectionner que les bactéries receveuses. On peut
estimer un taux d’efficacité de la conjugaison a =~ 1,2 x 10

Ce premier résultat nous permet de valider le protocole de conjugaison. Celui-ci sera bien entendu a
optimiser.

Vérification moléculaire de la conjugaison par PCR

Nous avons effectué une vérification par PCR de la présence du plasmide conjugatif dans la souche
receveuse en utilisant les amorces 499 et 500 (Voir annexe). La taille attendue devrait étre un fragment
d’environ 250 pb.
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Figure 14 : Vérification de la présence du plasmide de conjugaison dans le souche receveuse. SL : SmartLadder, C+ :
controle positif avec la souche donneuse sJR14, C- : contrdle négatif avec la souche receveuse sJR07, P1: Contréle positif avec
le plasmide issu de sJR14, 1 a 6 : souches receveuses ayant regu le plasmide de conjugaison.

I

La PCR confirme bien la présence du plasmide conjugatif dans les six bactéries receveuses testées (Fig.
14, de 1 a 6) par ’amplification d’un fragment attendu de 250 pb. Les contrdles positifs (C+ sur la
souche sJR14) ainsi que sur le plasmide purifi¢ (Pl) sont également corrects. Le contrdle négatif sur la
souche receveuse non conjuguée (C-) est correct.

4.3 Test visuel de I'efficacité Crispr sur le gene RFP plasmidique
Nous allons a présent vérifier le bon fonctionnement de la conjugaison et de Crispr/Cas9 par un test
visuel. La bactérie receveuse contient un plasmide encodant la RFP. Si le systéme fonctionne

correctement, Crispr/Cas9 devrait couper le géne de la RFP post-conjugaison. Un contrdle est effectué
en parall¢le avec une souche donneuse, sans guide RNA, ne contenant que Cas9.

23



Paramétres de conjugaison : durée de contact : 21 heures, Ratio D/R : 1/1, D.O. : env. 0,500
Souche donneuse D: sJR13 (KanR, DAP)
Souche receveuse R: sJRO7 (AmpR)

Comptage des bactéries receveuses et donneuses :

Souche donneuse contrdle D: sJR14 (KanR, DAP")

Souche Milieu de culture Dilution CFU
Receveuse sJRO7 Amp 10" = 600 rouges
Receveuse sJRO7 Amp 10~ 39 rouges
Donneuse sJR13 DAP/Kan 10~ 18 blanches
Résultats post-conjugaison (duplicat):

Souches (D+R) Milieu de culture Dilution CFU transconjugants
sJR13 + sJRO7 Kan 10”7 296 blanches
sJR13 + sJRO7 Kan/Amp 107 420 blanches
sJR13 + sJRO7 Kan 107 332 blanches
sJR13 + sJR0O7 Kan/Amp 107 616 blanches
Contréles (D+R)

sJR14 + sJRO7 Kan 107 72 rouges (*)
sJR14 + sJRO7 Kan/Amp 107 42 rouges (*)
sJR14 + sJRO7 Kan 10" 76 rouges (*)
sJR14 + sJRO7 Kan/Amp 107 99 rouges (*)

Le nombre de bactéries, aprés conjugaison, nous indique que la bactérie receveuse a bien regu le
plasmide conjugatif (KanR). Comme il n’y a pas de DAP dans le milieu, seules les bactéries receveuses
sont sélectionnées. Le taux d’efficacité de la conjugaison est estimé a ~ 1,4x10™. La perte de coloration

rouge de la RFP monte également que Crispr/Cas9 a bien fonctionné en coupant le géne de la RFP.

(*) On observe également le présence de 1 a 5 colonies blanches. Ce point sera discuté ci-dessous. (Voir

discussion)

4.4 Test de lI'efficacité Crispr sur le géene AmpR plasmidique

Nous allons & présent vérifier le bon fonctionnement de la conjugaison et de Crispr/Cas9 contenant le
guide RNA ciblant le géne AmpR. La bactérie receveuse contient un plasmide RFP AmpR. Si le
systéme fonctionne correctement, Crispr/Cas9 devrait couper le géne AmpR post-conjugaison. Un

controle est effectu¢ en parallele avec une souche donneuse, sans guide RNA, ne contenant que Cas9.

Paramétres de conjugaison : durée de contact : 20 heures, Ratio D/R : 1/1, D.O. : env. 0,500
Souche donneuse D: sJR12 (KanR, DAP)
Souche receveuse R: sIR07 (AmpR)

Comptage des bactéries receveuses et donneuses :

Souche donneuse contrdle D: sJR14 (KanR, DAP")

Souches (D+R) Milieu de culture Dilution CFU
Receveuse sJR07 Amp 10" 178
Receveuse sJRO7 Amp 10~ 61
Donneuse sJR 14 DAP 10" Tapis
Donneuse sJR14 DAP 10~ ~ 800
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Résultats post-conjugaison (duplicat)

Souches (D+R) Milieu de culture Dilution CFU transconjugants
sJR12 + sJRO7 Kan 107 374 blanches = 0 (¥)
sJR12 + sJRO7 Kan/Amp 107 333 blanches = 0 (¥)
sJR12 + sJRO7 Kan 107 232 blanches = 0 (*)
sJR12 + sJRO7 Kan/Amp 107 269 blanches = 0 (*)
Contréles (D+R)

sJR14 + sJRO7 Kan 107 83 rouges =» Tapis (})
sJR14 + sJRO7 Kan/Amp 107 131 rouges = Tapis (1)
sJR14 + sJRO7 Kan 107 197 rouges =» Tapis (1)
sJR14 + sJRO7 Kan/Amp 107 294 rouges =» Tapis ()

Le nombre de bactéries, aprés conjugaison, nous indique que la bactérie receveuse a bien recu le
plasmide conjugatif (KanR). Comme il n’y a pas de DAP dans le milieu, seules les bactéries receveuses
sont sélectionnées. Le taux d’efficacité de la conjugaison pour sJR12 est estimé a~ 1,7 x 10™

La perte de coloration rouge de la RFP indique que Crispr/Cas9 a fonctionné en coupant le plasmide au
niveau du geéne de résistance a ’ampicilline. Malgré tout, comme pour 1’expérience précédente avec la
RFP, les premiers transconjugants poussent toujours avec de I’ampicilline. Néanmoins, si on les
recultive sur ampicilline & nouveau, les bactéries sJR07 ayant été coupées dans le géne de résistance a
I’ampicilline par Crispr/Cas9 ne poussent plus (*) tandis que les bactéries receveuses n’ayant pas été
coupées dans le plasmide continuent a pousser sur ampicilline (f). (Test effectué sur 10 colonies).
L’explication de ce résultat est dii a la présence résiduelle des pB-lactamases malgré la disparition du
plasmide (Voir Discussions). On observe toujours la présence de quelques bactéries blanches (entre 1 et
5 %) parmi les bactéries rouges apres conjugaison contrdle de sJR14 avec sJR07. Cela est probablement
da, en partie, a une perte de plasmide ou d’expression de la RFP (Voir discussion)

Une vérification moléculaire par PCR a confirmé la présence de plasmide de conjugaison dans la souche
receveuse.

4.5 Test de lI'efficacité Crispr sur le gene AmpR chromosomique

Nous allons a présent vérifier le bon fonctionnement de la conjugaison et de Crispr/Cas9 contenant le
guide RNA ciblant le géne AmpR introduit dans le chromosome d’une bactérie receveuse (AmpR"™).
Si le systéme fonctionne correctement, Crispr/Cas9 devrait couper le géne AmpR“"™® post-conjugaison
et la bactérie ne devrait plus survivre sur ampicilline. Un contrdle est effectué en paralléle avec une
souche donneuse, sans guide RNA, ne contenant que Cas9.

Paramétres de conjugaison : durée de contact : 19 heures, Ratio D/R : 1/1, D.O. : env. 0,500

Souche donneuse D: sJR12 (KanR, DAP) Souche donneuse contrdle D: sJR14 (KanR, DAP")
Souche receveuse R: TEM1 (AmpR“"™®)

Comptage des bactéries receveuses et donneuses :

Souche Milieu de culture Dilution CFU
Receveuse TEM1 Amp 10" tapis
Receveuse TEM1 Amp 10~ ~ 1000
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Résultats post-conjugaison (duplicat)

Souche (D+R) Milieu de culture Dilution CFU transconjugants
sJR12 + TEM1 Kan/Amp 107 14
sJR12 + TEM1 Kan 10" 0
sJR12 + TEM1 Kan/Amp 10" 1
sJIR12 + TEM1 Kan 10~ 0
sJIR12 + TEM1 Kan/Amp 10~ 0
sJR12 + TEM1 Kan 10" 0
sJR12 + TEM1 Kan/Amp 10" 1
sJR12 + TEM1 Kan 10~ 0
sJIR12 + TEM1 Kan/Amp 10~ 0
Controles :

sJR14 + TEM1 Kan 10" 960
sJIR14 + TEM1 Kan/Amp 10" 1200
sJR14 + TEM1 Kan 10~ 8
sJR14 + TEM1 Kan/Amp 10~ 6
sIR14 + TEM1 Kan 10" 1360
sJR14 + TEM1 Kan/Amp 10" 2240
sJIR14 + TEM1 Kan 10~ 13
sIR14 + TEM1 Kan/Amp 10~ 18

Les controles effectués avec la souche donneuse sJR14 nous montrent que la bactérie receveuse a bien
recu le plasmide conjugatif, résistant a la Kanamycine. Comme il n’y a pas de DAP dans le milieu,
seules les bactéries receveuses sont sélectionnées. Les résultats avec la souche donneuse contenant le
systeme Crispr/Cas9 montrent que le géne chromosomique de résistance a ’ampicilline a bien été
coupé. Les bactéries receveuses ne poussent plus (Voir photo, annexe 5). Le taux d’efficacité de la
conjugaison est estimé a ~ 1,3 x 10™ et le taux d’efficacité de Crispr/Cas9 est estimé a 99,999 %. Ces
résultats nous indiquent que notre systéme fonctionne également pour des génes présents dans le
chromosome et que le plasmide conjugatif devient alors un plasmide « tueur ».

4.6 Construction d’un plasmide autonome : 1ére partie

La souche utilisée pour cette construction est une E.coli CM 140 (voir génotype en annexe), qui contient
le plasmide RP4.

4.6.1 — Vérification de la présence du plasmide RP4
Le kit miniprep commercial étant peu efficace pour la récupération de plasmides de grande taille, nous
avons effectué une miniprep a 1’ancienne (voir matériel et méthodes). La mise sur gel nous montre que

nous pouvons utiliser cette technique pour récupérer le plasmide RP4. La taille du plasmide, difficile a
estimer sur le gel (Fig. 15) est nettement supérieure a 20 kb.
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Figure 15 : Miniprep du plasmide RP4. S : SmartLadder, 1 et 2 :plasmide RP4 sous différentes formes.

4.6.2 — Vérification de la conjugaison du RP4 a différents ratios

Avant d’effectuer la construction génétique sur le RP4, il est nécessaire de vérifier que ce plasmide
conjugue correctement. Nous avons testé cette conjugaison avec la souche CM140 (contenant le RP4
qui porte des marqueurs de résistance a I’ampicilline, a la tétracycline et a la kanamycine) et une souche
receveuse ToplO (contenant un plasmide pSB4C5 résistant au chloramphénicol). Trois ratios
donneuses/receveuses ont été testés : 10/1, 1/1, 1/10.

Remarque : des résultats similaires ont été obtenus avec la souche receveuse DS984 (voir génotype en
annexe) contenant un géne de résistance au chloramphénicol dans son chromosome.

Paramétres de conjugaison : durée de contact : 16 heures, Ratio D/R : 1/1, 1/10, 10/1

Souche donneuse : CM140-RP4 (KanR, AmpR, TetR)
Souche receveuse : Top10-pSB4C5 (CmR)

Vérification de contrdle de croissance sur antibiotique :

Souche Milieu de culture Dilution CFU
Donneuse CM 140 Kan 10”7 >1000
Donneuse CM 140 Amp 107 >1000
Donneuse CM 140 Cm 107 0
Receveuse Topl0 Kan 107 0
Receveuse Topl0 Amp 107 0
Receveuse Top10 Cm 10”7 >1000

Les résultats des contrdles sont bien corrects. Les antibiotiques vont pouvoir effectuer une sélection

post-conjugaison entre les bactéries donneuses et receveuses.

Comptage des bactéries receveuses et donneuses :

Souche Milieu de culture Dilution CFU
Receveuse Topl0 Cm 10~ 480
Receveuse Topl0 Cm 10" 42
Receveuse Topl0 Cm 10~ 3
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Résultats post-conjugaison (duplicat)

Souche (D+R) Milieu de culture Dilution CFU transconjugants
Ratio 1/1

CM140 + Top10 Cm/Kan 10~ 146

CM140 + Top10 Cm/Kan 10" 22

Ratio 1/10

CM140 + Top10 Cm/Kan 10” 160

CM140 + Topl0 Cm/Kan 10" 26

Ration 10/1

CM140 + Top10 Cm/Kan 10~ 81

CM140 + Top10 Cm/Kan 10" 4

Ces résultats nous indiquent le bon fonctionnement de la conjugaison du plasmide RP4. La comparaison
entre le nombre total de bactéries receveuses et le nombre de transconjugants ayant acquis le RP4
permet d’estimer la grande efficacité de conjugaison du RP4 : environ 52 % pour un ratio 1/1, 62%
pour le ration 1/10 mais curieusement, seulement 9% pour le ration 10/1 (Voir discussion).

4.6.3 - Vérification de la présence du site BgllI dans RP4

Avant de lancer la construction génétique dans le RP4, nous avons validé la présence d’un site de
restriction unique (Bglll) dans la séquence du RP4 qui pourrait convenir pour I’insertion de notre
cassette Crispr/Cas9. Nous avons amplifié par PCR une région d’environ 3000 pb autour de ce site.
Nous I’avons ensuite digérée par Bglll pour vérifier qu’il y a bien sa présence dans le plasmide RP4.
Bglll doit couper et donner deux fragments d’environ 1500 pb chacun.

Apres digestion par Bglll, on peut observer les deux fragments de = 1500 pb (Fig. 16). On a bien la
présence du site Bglll dans cette région du RP4.
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Figure 16 : Vérification de la présence du site BgIII dans le RP4. SL : SmartLadder, 1 : fragment PCR, 2 : fragments digérés
par Bglll
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4.6.4 -Amplification et ligation de la cassette Crispr/Cas9 avec le gene CmR

Afin de pouvoir effectuer une sélection efficace de notre insert, nous avons fusionné par ligation notre
cassette Crispr/Cas9 avec le géne de résistance au chloramphénicol (CmR). Le géne CmR ainsi que son
promoteur ont été amplifiés a partir du plasmide pSW23T (Voir matériel et méthodes) La taille
attendue est de 1007 pb. Le résultat montre une amplification correcte du géne de résistance au
chloramphénicol (Fig. 17 A). Ensuite, la cassette Crispr/Cas9 a été récupérée a parti du plasmide plG-
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K1 puis liguée avec le géne CmR (Voir matériel et méthodes). Aprés ligation, la réamplification de cette
nouvelle cassette doit donner une taille de 5766 pb.

Le résultat montre bien I’amplification d’une taille de = 6 kb (Fig. 17 B) mais avec néanmoins une forte

bande inattendue a 1kb. Il faudra découper et purifier la bande de 6 kb ou recommencer 1’opération avec
d’autres amorces.
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Figure 17 : (A) Amplification du géne de résistance au chloramphénicol. SL : SmartLadder, C- : Contrdle négatif, 1 et 2 :
fragment PCR (B) Amplification de la cassette Crispr/Cas9 avec CmR. SL : SmartLadder, de 1 et 4 : fragments PCR aprés
ligation

Finalement, il restera a insérer cette nouvelle cassette (Fig. 18) dans le plasmide RP4, via digestion et
ligation par son site unique BglIl (Voir matériel et méthodes)

Ligation-K7-CmR (5766 bp)

1,000 2,000 3,000 4,000 5,028
o Gsy ]

|cat promoter
CmR ~ |sgRNA_cible_RFP

Figure 18 : structure de la cassette Cas9, sgRNA, CmR destinée a étre insérée dans le plasmide RP4 par le site BglIl.
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5 Discussion et perspectives

Apres plusieurs essais, notre systéme a montré son bon fonctionnement. Il est donc possible d’utiliser la
conjugaison bactérienne avec notre plasmide comme moyen pour véhiculer un systéme Crispr/Cas9 vers
une bactérie cible, afin d’y couper un géne de résistance a un antibiotique. Bien que dans I’ensemble ce
systéme fonctionne, il serait important de I’améliorer a plusieurs niveaux.

Choix et construction du plasmide

Le choix de notre plasmide s’est bas¢ sur les différentes informations trouvées dans la littérature mais
aussi en fonction des plasmides et séquences disponibles au laboratoire. Le plasmide de conjugaison de
type mobilisable — pK18mob - que nous avons utilisé nous a été fourni par le CEN et nous avons
concentré nos efforts sur ce plasmide avec la souche E.coli MFDpir. C’est avec ce duo que nous avons
réussi & mettre au point un protocole de conjugaison fonctionnel et sommes restés concentrés sur celui-
ci.

La construction du plasmide avec I’insertion d’une cassette comprenant le promoteur constitutif et le
geéne de Cas9, couplé avec un guide RNA ciblant le géne désiré (RFP ou AmpR), a été initié lors du
concours iGem. Malheureusement nous ne sommes jamais parvenus lors de ce concours a faire
conjuguer correctement ce plasmide avec la souche choisie (S17-1) de maniére a pouvoir observer et
calculer I’efficacité. En effet, il semble que certains plasmides soient modifiés aprés conjugaison par la
souche S17-1, et cela est dii en partie a un co-transfert d’ADN a partir du chromosome (Akkvik et al.,
2014). Nous avons donc, dans le doute, refait la construction génétique et essayé avec une autre souche
bactérienne : MFDpir (voir génotype en annexe). Cette souche portant la machinerie de conjugaison
RP4 dans son chromosome s’est avérée tres efficace lors de nos essais. Elle a aussi ’avantage d’étre
auxotrophe pour le DAP, ce qui permet une sélection efficace, aprés conjugaison, entre les bactéries
« donneuses » et les bactéries « receveuses ».

La séquence de Cas9 que nous avons utilisée provient de la séquence du plasmide pCAS9 (Jiang et
al.,2015). Nous avons donc utilisé¢ le géne Cas9 de S. pyogene ainsi que son promoteur constitutif. Nous
pourrions envisager de modifier le promoteur afin d’optimiser notre systéme. Par exemple, un
promoteur plus fort pourrait I’améliorer mais ne semble pas nécessaire pour deux raisons : (i) le systéme
tel quel montre déja une efficacité de Crispr proche de 100 % et (ii) la (sur)production de Cas9 n’est pas
optimale pour la bactérie. En effet, on peut constater sur nos boites de culture que les souches portant
notre plasmide de conjugaison Crispr/cas9 ont du mal & pousser, en comparaison avec cette méme
souche sans Cas9. Le fitness de la bactérie est affecté et Cas9 semble montrer une certaine « toxicité »
comme 1’ont déja montré d’autres études (Misra et al., 2019). Pour contrer ce phénoméne, nous
pourrions envisager ’utilisation d’un promoteur faible et/ou inductible.

La séquence du guide RNA pour le systtme Crispr a été choisie en tenant compte de différents
facteurs. La séquence de 20 pb autour de la séquence PAM, destinée a cibler I’ADN que ’on souhaite
couper, a été choisie et vérifiée via un logiciel en ligne afin d’éviter trop d’« Off-Target ». Pour plus
d’efficacité, nous avons également choisi ces séquences (anti-RFP et anti-Amp) pour matcher avec un
maximum de variantes de séquences cibles. Ainsi, par exemple, notre guide RNA anti-RFP pourrait
couper les variantes RFP, RFP1, et mCherry. Le promoteur j23119 et le terminateur utilisé ont été
choisis car ils ont déja montré leur efficacité et ne contenaientt pas de site de restriction Xbal, Xmal et
Pstl dont nous avions besoin pour la construction de notre plasmide. Il serait intéressant de pouvoir
optimiser notre séquence au maximum. Par exemple, le choix d’un promoteur inductible pourrait nous
permettre d’avoir un meilleur contréle sur 1’expression du guide RNA (ou du geéne Cas9). Nous
pourrions aussi optimiser la séquence méme du guide RNA. En effet, plusieurs séquences sont possibles
comme guide Crispr et, bien que leurs efficacités théoriques soient proches, certains sont peut-étre
concretement plus efficaces que d’autres. Le plus intéressant serait d’avoir une combinaison de guide
RNA. En effet, notre guide RNA ne cible qu’une seule région de notre ADN. On pourrait par exemple,
comme cela a déja été testé dans d’autres études (Cong et al., 2013) utiliser deux (ou plus) guides ARN
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afin de cibler et couper plusieurs cibles en méme temps. On pourrait alors cibler le géne de résistance de
plusieurs antibiotiques, ce qui est finalement le but a atteindre dans le cas de bactéries multi-résistantes.
Il serait également envisageable, d’un point de vue biosécurité, d’y ajouter un guide RNA qui cible son
propre plasmide afin de s’autodétruire, pour avoir ainsi un meilleur contréle du plasmide et éviter la
propagation d’un plasmide artificiel. D’autres systémes sont également possible afin d’avoir un
plasmide de type « suicide ».

Si le but final est d’éliminer des bactéries résistantes aux antibiotiques, il est sans doute préférable
d’avoir la meilleure efficacité de propagation et le plus large spectre d’hotes possibles afin d’atteindre

un maximum de bactéries cibles.

Optimisation de la conjugaison

La premicre conjugaison relativement efficace a été réalisée par la souche donneuse MFDpir. Cette
souche portant notre plasmide de conjugaison avec seulement Cas9 (sJR14) a servi pour les
conjugaisons de contrdle, car elle ne contient pas le guide RNA, vers la cible. La souche MFDpir
portant le plasmide de conjugaison ciblant le géne AmpR (sJR012) ou ciblant le gene RFP (sJR013) ont
¢été utilisées pour tester ’efficacité de notre systéme Crispr/Cas9.

La mise au point d’un protocole de conjugaison a été longue et fastidieuse. Elle a consommé beaucoup
de temps avant d’obtenir un résultat correct. De plus, I’étalement sur boite, la préculture, la mesure de la
densité optique, les lavages des souches, la mise en contact, 1’étalement, la remise en culture et le
comptage des bactéries prend au minimum trois a quatre jours. Sans compter les nombreuses dilutions et
le nombre incroyable de boites de Pétri consommées.

Il est malheureux de constater que les protocoles de nombreux articles scientifiques portant sur la
conjugaison restent souvent trés évasifs sur les détails des manipulations effectuées. Pire, a force de
faire référence a d’autres études, qui elles-mémes font référence a d’autres études, il est extrémement
difficile de retrouver un protocole complet et précis. Malgré tout, les principes de base restent assez
semblables mais, a mon avis, ils sont systématiquement a adapter en fonction des souches et des
plasmides utilisés. Par exemple, certaines souches ne conjuguent que par contact en milieu liquide ou
que par contact sur milieu solide, tel que des filtres de cellulose. Finalement, le succés de nos
conjugaisons se base surtout sur la phase trés importante qu’est le lavage au PBS (voir matériel et
méthodes). En effet, un minimum de deux lavages sont nécessaires, avant (et parfois apres) la
conjugaison, afin d’enlever toute trace d’antibiotiques.

Lorsqu’un protocole correct a montré sa relative efficacité, nous n’avons pas cherché a I’optimiser,
principalement a cause d’un manque de temps. Néanmoins, il serait essentiel d’optimiser la
conjugaison afin d’obtenir de meilleurs résultats. Par exemple, pour chaque souche et plasmide utilisés,
nous pourrions tester différents temps de mise en contact entre les bactéries donneuses et receveuses
afin d’optimiser les rendements de conjugaison. Nous pourrions également tester différents ratios, entre
le nombre de bactéries donneuses et le nombre de bactéries receveuses. Nous avons pu tester dans
certains cas trois ratios différents : 1/1, 1/10 et 10/1. Nos résultats de conjugaison avec le plasmide RP4
(voir ci-dessous) ont montré une différence d’efficacité entre ces différents ratios. Curieusement,
certaines conjugaisons ont montré une meilleure efficacité lorsqu’il y avait plus de bactéries receveuses
que de bactéries donneuses. Dans certain cas, il a fallu de grands ratios, tel que 300 pour 1, afin
d’obtenir de bons résultats. Il faudrait donc idéalement tester plusieurs ratios afin de trouver I’efficacité
optimale pour notre plasmide. Néanmoins, s’il est possible d’optimiser la conjugaison en laboratoire, le
véritable challenge sera de développer un systéme fonctionnel en situation thérapeutique réelle, par
exemple capable d’éliminer spécifiquement des bactéries ou des génes de résistance dans la flore
intestinale.

Un point essentiel, que nous n’avons pas eu le temps de tester mais qu’il serait intéressant d’évaluer, est

la conjugaison inter espéces. En effet, il a ét¢ démontré que des plasmides mobilisables ou des
plasmides autonomes du type RP4 peuvent conjuguer avec des bactéries d’espéces et de genre trés
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différents. Ils peuvent également conjuguer avec certaines bactéries Gram-positives. Cet aspect de la
conjugaison est un atout majeur, en comparaison avec 1’utilisation de bactériophages spécifiques. Dans
le cas d’une potentielle utilisation d’un tel systéme en situation réelle, c’est-a-dire pour combattre des
bactéries multi-résistantes, il faudrait tester 1’efficacité de notre systeme Crispr/Cas9 entre différents
genres et especes. En principe, la conjugaison inter espéces a déja été démontrée, ainsi que la grande
efficacité de Crispr/Cas9. Il y a donc peu de chance que notre systéme ne fonctionne pas entre especes
différentes, mais il faudrait néanmoins le vérifier avec nos plasmides.

Test visuel de notre systéme conjugatif sur plasmide RFP

L’utilisation de la souche sJRO13 permettant la conjugaison et la coupure dans le géne RFP par
Crispr/Cas9 a montré son bon fonctionnement (voir Résultats). Le choix du géne de la RFP a été choisi
comme cible Crispr pour son c6té visuel. En effet, on a pu constater I’efficacité du systéme, apres
conjugaison, par la perte de la fluorescence rouge, une fois que le géne de la RPF a été coupé apres la
conjugaison (Fig. 19). Notre souche sJR14, sans guide RNA, a servi de controle et a permis de voir que
la conjugaison s’est bien passée et que la protéine Cas9, faute de guide RNA, ne coupait pas le géne
RFP (Fig. 19).

Figure 19 : Résultat de la conjugaison anti-RFP sous UV. A gauche : Les bactéries receveuses contenant le
geéne de la RFP ont été conjuguées par une souche donneuse portant uniquement Cas9 sur le plasmide conjugatif.
A droite : Les bactéries receveuses contenant le géne de la RFP ont été conjuguées par une souche donneuse
portant Cas9 et le guide ARN ciblant le géne RFP. Le géne de la RFP a été coupé par Crispr/Cas9 et on observe
une perte de fluorescence rouge.

Néanmoins, les premiers résultats obtenus ont été assez perturbants. En effet, le plasmide de la souche
receveuse est résistant a I’ampicilline et contient également le géne de la RFP. En principe, en coupant
le géne de la RFP — et donc le plasmide — la bactérie receveuse ne devrait plus pousser sur ampicilline.
Il est possible qu’une réparation du plasmide de type recombinaison homologue se produise mais c’est
en principe assez rare. Or, nos résultats montrent bien une perte de la RFP, cependant les bactéries
cibles, juste apres la conjugaison, poussent encore sur ampicilline. En fait, ce phénoméne est di a la
particularité des p-lactamases. En effet, ’ampicilline agit en inhibant la synthése de la paroi cellulaire
et la résistance de la bactérie est due aux B-lactamases qui vont dégrader 1’antibiotique. Dans notre cas,
la B-lactamase a été synthétisée avant que le géne ne soit coupé et elle ne se dégrade que tres lentement.
La concentration en B-lactames est donc diluée a chaque division cellulaire, ce qui permet aux bactéries
de rester résistantes un certain temps, en 1’absence du plasmide. De plus, la B-lactamase est secrétée et
peut se retrouver dans le milieu ou elle diffuse et peut hydrolyser I’antibiotique jusqu’a son épuisement.
En conséquence, apreés conjugaison, les premiéres bactéries présentes sont capables de survivre en
présence d’ampicilline mais lorsqu’on remet ces transconjugants en culture sur ampicilline, elles ne
poussent plus. Cela confirme bien le phénoméne observé. Sans I’aspect visuel lié¢ a la coloration rouge
de la RFP, il est malheureusement fort probable qu’on n’aurait pas pu observer le bon fonctionnement
du systéme dans ce cas précis. Dans les premiers essais de conjugaison et avant la prise de conscience
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de ce phénomeéne, il est certain que plusieurs bons résultats ont été sans doute passés a la trappe, du fait
de résultats incohérents observés.

D’autre part, aprés conjugaison avec notre plasmide controle, c’est-a-dire sans le guide RNA, nous
avons observé quelques bactéries blanches (de 1 a 5%) parmi les transconjugants. Cela présuppose que
dans certains cas, il y a une perte d’expression de la RFP, ou encore une perte de plasmide.

Test de notre systéme conjugatif sur plasmide AmpR

L’utilisation de la souche sJR012 permettant la conjugaison et la coupure dans le géne de I’ampicilline
par Crispr/Cas9 a également montré son bon fonctionnement (voir Résultats). Le choix du géne AmpR
a été effectué pour illustrer la possibilité de couper un géne de résistance a un antibiotique. Comme cela
a été observé précédemment avec le géne de la RFP, il y avait toujours des bactéries qui poussaient en
présence d’ampicilline. La remise en culture dans du milieu contenant de I’ampicilline, ainsi qu’une
vérification par PCR, nous a confirmé qu’elles avaient bien perdu le geéne de résistance a cet
antibiotique. Ces résultats nous confirment la faisabilité du projet, a savoir 1’utilisation de la conjugaison
bactérienne, pour véhiculer Crispr/Cas9 afin de combattre la résistance des bactéries aux antibiotiques.

Test de notre systéeme conjugatif sur AmpR chromosomique

Les trés bons résultats obtenus avec notre systéme de conjugaison couplé a Crispr/Cas9 nous montre
que c’est tout aussi efficace pour un géne cible présent dans le chromosome de la bactérie. En effet,
notre souche donneuse controle sJR14 a montré le fonctionnement de la conjugaison, et la souche
donneuse sJR12 a montré le bon fonctionnement de Crispr/Cas9 en coupant le gene de résistance a
I’ampicilline présent dans le chromosome de la bactérie receveuse (voir résultats). Comme on pouvait
s’y attendre, on constate également que I’efficacité de Crispr/Cas9 est proche de 100 %. Pratiquement
plus aucune bactérie ne pousse sur boite ampicilline apres le passage de Crispr/Cas9 (voir photo, annexe
5). Ces résultats sont importants car nous avons a présent confirmation que 1’on peut utiliser notre
systeme pour cibler un géne par conjugaison, qu’il soit dans un plasmide ou dans un chromosome. Il
serait néanmoins utile de tester le systéme avec d’autres souches portant le géne de résistance a
I’ampicilline dans le chromosome, comme par exemple des bactéries d’une autre espeéce que E.coli.
Bien qu’une cassure double brin dans le chromosome soit généralement létale pour la bactérie, il
faudrait tester d’autres guides RNA afin de vérifier le bon fonctionnement du systéme contre d’autres
genes de résistance.

Utilisation d’un plasmide autonome de type RP4

La mise au point d’un plasmide de conjugaison autonome a partir du RP4 n’en est qu’a ses débuts.
Apres avoir vu le bon fonctionnement relatif de notre plasmide mobilisable, 1’utilisation d’un tel
systéme avec le plasmide RP4 laisse entrevoir de nombreuses possibilités. En effet, les premiers essais
de conjugaison avec le RP4 nous montrent une grande efficacité de conjugaison (environ 50 % dans
notre essai) et il est fort probable qu’en optimisant le protocole ou le plasmide lui-méme, on puisse
encore augmenter cette efficacité.

L’utilisation d’un tel plasmide permettrait d’augmenter la dispersion — et donc ’efficacité du systeme
Crispr/Cas9 — de maniére exponentielle dans une population de bactéries cibles. Un autre grand
avantage de ce type de plasmides est qu’il a un large spectre d’action (BHR). En effet, il est en théorie
capable de conjuguer avec toutes les bactéries de type Enterobacters, de méme qu’avec un treés grand
nombre de bactéries gram-négatives et quelques gram-positives (Schmidhauser & Helinski, 1985). Dans
le cadre de notre projet — a savoir la lutte contre les bactéries résistantes -, une telle propriété est un gros
avantage pour combattre une large gamme de bactéries pathogenes.

D’un point de vue concret, la manipulation du plasmide RP4 — comme tous les plasmides de grande
taille — n’est pas aisée. Si ces plasmides de conjugaison — en particulier le plasmide F - ont été tres
¢tudiés dans les année 70’ et 80°, peu nombreuses sont les études actuellement sur le sujet. De plus,
comme c’est souvent le cas pour les anciennes études, le nom de certains génes a ét¢ modifié au cours
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du temps, rendant la compréhension de certains articles difficile. Les techniques utilisées a cette époque
sont peu courantes de nos jours. Les protocoles habituels et les kits commerciaux d’usage courant ne
sont pas optimisés pour de grands plasmides. La manipulation de tel plasmide se rapproche davantage
des protocoles utilisés pour les BACs (Bacterial Artificial Chromosome), que la majorité des
laboratoires de biologie moléculaire ne maitrisent pas. Par exemple, le kit utilisé pour effectuer une
miniprep classique donne de trés mauvais résultats (concentration inférieure a 5 ng/pl) avec le RP4. 1l a
fallu utiliser une ancienne méthode de miniprep (voir matériel et méthodes) pour finalement obtenir une
concentration en plasmide satisfaisante. De méme, la taille de ces plasmides ne rend pas la digestion par
enzyme et les ligations aisées. De par sa taille, le plasmide est également plus fragile et est a manipuler
avec précaution. Finalement, avec de tels plasmides, la transformation par méthode chimique est
presque impossible. Seul une électroporation adaptée permet I’insertion de grands plasmides (Sheng et
al., 1995)

Néanmoins, [’obtention d’un plasmide RP4 avec notre systéme Crispr/Cas9 semble plus que
prometteuse quant a son efficacit¢é d’action. Nous n’en sommes qu’au début de la phase de
construction. Dans ce but, plusieurs fagons de procéder sont possibles. Nous avons commencé par
analyser la séquence du RP4 et avons trouvé un site de restriction unique — Bglll — qui pourrait étre
utilisé pour y insérer notre cassette Crispr/Cas9. Nous avons associé notre cassette Crispr/Cas9 avec le
gene de résistance au chloramphénicol (CmR) afin de faciliter la sélection. Ensuite nous avons choisi
deux amorces pour amplifier cette nouvelle cassette Crispr/Cas9 et CmR de maniére a avoir aux deux
extrémités le site de restriction BglIl. Il restera a présent a vérifier cette séquence et a tester une
digestion et ligation de cette cassette dans le RP4, suivi par une électroporation.

De par la difficulté de manipulation de grands plasmides, il sera important de ne pas y passer trop de
temps en cas de complications. En effet, d’autres techniques sont possibles pour arriver a nos fins, telles
que la méthodes Gibson, la recombinaison homologue A-red, avec des vecteurs du type pCas/pTarget
(Jiang et al.,2015) ou encore I’utilisation de transposons (Ulrich et al., 2015). Malheureusement, la
quarantaine liée a la crise du coronavirus a bloqué I’acces au laboratoire pendant 4 mois et a empéché
I’avancée de cette partie du projet.

Une idée de projet novatrice

Un projet tel que le ndtre, basé sur la conjugaison bactérienne et 1’utilisation de Crispr/Cas9, est assez
novateur. En effet, alors que nous obtenions nos premiers résultats, trois articles portant sur le méme
sujet ont été publiés en 2019.

La premiére étude (Peters et al., 2019) a été rapportée en utilisant la conjugaison comme vecteur de
transfert de Crispr/Cas9 et ce dans le but de pouvoir étudier le fonctionnement de certains genes
particuliers. En effet, dans cette étude, 1’utilisation de CRISPRi, permettant de bloquer I’expression de
genes par 'utilisation de la protéine Cas9 inactive (dCas9), avait pour but d’étudier la fonction des
génes essentiels et non-essentiels. Le principe a fonctionné correctement et cela a indiqué que la
conjugaison peut donc bien servir a véhiculer Crispr/dCas9 dans une bactérie cible.

Une autre étude (Ruotsalainen et al., 2019) a eu pour but d’aller couper par Crispr/Cas9 un géne de
résistance a I’ampicilline présent sur un plasmide cible, par conjugaison. Le systéme consiste en deux
plasmides (Fig. 20) : un plasmide conjugatif de « livraison » basé sur RP4 et un plasmide pCRISPR
contenant la protéine Cas9 ainsi que la cible Crispr, composé du guide RNA en deux parties (tractrRNA
et crRNA). La cible de Crispr est une région conservée des geénes de résistances P-lactamases. Ils ont
également rajouté sur ce plasmide I’oriT du RP4, lui permettant d’étre co-transféré grace au relaxosome
du premier plasmide. Ces deux plasmides sont donc tous les deux capables de conjuguer. Le systéme a
montré son bon fonctionnement entre souches de E.coli et on observe une diminution des bactéries
résistantes avec une efficacité de Crispr égale a la nétre. Cependant, I’inconvénient de cette méthode est
que, souvent, seul le plasmide « delivery » est transféré. Les auteurs de cette étude suggerent 1’idée de
mettre toute la machinerie de conjugaison sur un seul plasmide.
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Figure 20 : systéme de conjugaison Crispr/Cas9 en deux plasmides. (1) La bactérie donneuse (en mauve) comporte la
plasmide pCRISR et le plasmide « delivery » qui seront transférés par conjugaison vers la bactérie cible (en vert). (2) Le
systéme Crispr/cas9 se met en place et (3) va cibler une région conservée des génes de résistance a 1’ampicilline (ESBL). (4) le
gene de résistance est finalement coupé par Crispr/Cas9. (Source Ruotsalainen et al., 2019)

Une troisieme étude publiée dans Nature communication (Hamilton et al., 2019) a également montré
qu’un plasmide de conjugaison pNuc, dérivé du pTA-mob (Aakvik et al., 2014), basé sur la machinerie
RP4, peut étre utilisé pour livrer Crispr/Cas9 dans une bactérie cible. Le géne TevCas9 a été placé sous
contréle d’un promoteur inductible, et les guides RNA ont pour cibles différents génes de S.enterica.
Deux plasmides ont été créés (Fig. 21 A) : le pNuc-cis autonome (ou I’oriT et Crispt/Cas9 ont été clonés
dans le plasmide pTA-mob qui code pour tous les génes de conjugaison), et le pNuc-trans (qui ne
contient que Crispr/Cas9 et ’oriT, la relaxase étant codée en frans par un plasmide « helper »). Ils ont
d’abord montré dans cette étude que le systeme est plus efficace en cis qu’en trans. En effet, en cis,
Iefficacité de conjugaison atteint 1% alors qu’en trans, elle atteint 1x107. Ils ont également montré que
les transconjugants sont devenus eux-mémes des donneurs du plasmide cis, ce qui améliore fortement la
fréquence de conjugaison au cours du temps (Fig. 21 B) . De plus, en augmentant le nombre de
donneurs (ratio 10/1), en diminuant la concentration en NaCl, ou en utilisant une conjugaison sur milieu
solide plutét que liquide, ils obtenaient de meilleurs résultats et augmentaient ’efficacité. La cible
sgRNA a été testée sur 65 geénes essentiels et non essentiels de S.enterica. Les résultats ont été
variables : entre 1 et 100% de mort bactérienne selon le géne cible visé et le nombre de cibles sgRNA
utilisées.
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Figure 21 : Systéme de conjugaison autonome Crispr/Cas9. (A) Structure du plasmide pNuc-cis autonome (a gauche) et
pNuc-trans mobilisable. (B) Evolution de la fréquence de conjugaison au cours de temps. Les plasmides autonomes pNuc-
cis (en bleu) peuvent circuler de proche en proche entre les bactéries, rendant 1’efficacité de propagation de ces plasmides plus
efficaces, en comparaison avec les plasmide mobilisables pNuc-trans (en vert). (Source : Hamilton et al., 2019)
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Biosécurité et applications

L’utilisation de notre plasmide Crispr/Cas9 conjugatif, dans I’état actuel des choses, n’a pas de sens. En
effet, un des aspects les plus importants d’un tel systéme en situation réelle est I’aspect de la
biosécurité. Il n’est pas concevable d’utiliser un plasmide RP4 pour combattre les génes de résistances
aux antibiotiques puisqu’il comporte déja lui-méme trois geénes de résistance (Ampicilline, Kanamycine,
Tétracycline). De plus, ces génes pourraient, via transpositionss ou recombinaison, s’intégrer dans le
chromosome de la bactérie cible. Si un tel systéme devait étre utilisé dans un cadre « médical », il
faudrait au minimum nettoyer complétement cette séquence de ses geénes de résistances. Ce projet de
longue haleine pourrait étre envisagé, par exemple, par une réamplification des séquences du RP4, sans
les geénes de résistance, suivie d’un réassemblage. Ou encore, par synthé¢se compléte via une société
spécialisée comme IDT ou Eurogentec. Pour éviter la propagation de notre plasmide dans
I’environnement, on pourrait également envisager ’utilisation d’un RP4 autonome, dont la survie
dépend d’une molécule chimique non toxique peu ou pas présente dans 1’environnement.

Le systéme de conjugaison, véhiculant Crispr/Cas9 a montré son bon fonctionnement, que ce soit pour
couper un plasmide ou un chromosome, et différentes applications sont déja possibles. Malgré le
manque d’efficacité, ce systeme permet déja de réduire la population bactérienne et de la garder sous un
meilleur controle. Comme cela a déja été testé avec des bactériophages, un systéme conjugatif avec
Crispr/Cas9 pourrait aussi servir a la décontamination de surfaces avec biofilms, environnement propice
a la conjugaison bactérienne et a la propagation d’un plasmide conjugatif (Ghigo JM., 2001). De
nombreuses infections humaines s’expriment sous forme de biofilm, tel que Clostridium difficile (Dapa
et al., 2013). Comme la conjugaison s’effectue par contact, le systéme serait trés efficace dans de telles
conditions. Une bactérie issue du biofilm, équipée d’un plasmide autonome Crispr, pourrait facilement
se propager dans ce biofilm en passant de proche en proche, a I’inverse d’autres molécules qui ont du
mal a diffuser dans un tel milieu. Au final, toutes les applications offertes par les systemes Crispr/Cas
sont possibles, avec 1’avantage que la conjugaison se produit « naturellement » et n’a pas besoin de
transformation artificielle en laboratoire. En outre, le ciblage précis de Crispr/Cas9 permet I’élimination
d’une espece bactérienne précise, laissant les autres intactes. Cela peut s’avérer extrémement pratique
lorsqu’il faut atteindre des cellules dans un microbiote, ou encore pour des cellules dont la
transformation artificielle est compliquée.

De manicre générale, de longues semaines de travail sont encore nécessaires pour améliorer les
systemes actuellement mis en place.
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6 Conclusion

Avec l'utilisation d’un plasmide de conjugaison mobilisable, notre syst¢éme a montré son bon
fonctionnement. I1 est donc possible d’utiliser la conjugaison bactérienne comme moyen pour véhiculer
’outil moléculaire Crispr/Cas9 vers une bactérie cible, afin d’y couper un geéne cible.

Notre premier systetme mis en place utilise un plasmide conjugatif de type mobilisable. La souche
« donneuse » contenant ce plasmide est donc la seule a pouvoir transmettre le ciseau moléculaire
Crispr/Cas9 vers sa bactérie cible « receveuse ». Nos résultats ont montré que notre plasmide conjuguait
correctement avec sa bactérie cible et que le systéme Crispr/Cas9 était fonctionnel pour couper le géne
plasmidique de la RPF, ainsi que le géne plasmidique et chromosomique de la résistance a I’ampicilline.

Ainsi donc, notre plasmide est capable de conjuguer et couper a la fois un géne plasmidique ou un géne
chromosomique. Nos résultats ont également montré¢ que si 1’efficacité de Crispr/Cas9 est proche de
100%, I’efficacité de la conjugaison est relativement faible avec notre plasmide mobilisable (environ 10
*) mais pourrait atteindre plus de 50% avec un plasmide autonome de type RP4.

Les plasmides mobilisables tels que le nbtre, bien que dépendant de sa bactérie hote en ce qui concerne
la conjugaison, pourraient également avoir d’autres applications et €tre trés utiles pour, par exemple,
véhiculer le systéeme Crispr/Cas9 vers une bactérie cible dans un biofilm, ou encore lorsque la
transformation artificielle en laboratoire est difficile ou impossible.

D’autres études ayant montré 1’efficacit¢ de ce type de plasmide a conjuguer avec des bactéries
d’especes tres différentes, indiquent qu’il est plus que probable que notre systéeme fonctionne également
avec de telles bactéries. Des tests de conjugaison supplémentaires sur d’autres espeéces de bactéries
pourront confirmer cette efficacité.

L’utilisation de la conjugaison bactérienne li¢ avec le systéme Crispr/Cas9 semble donc fonctionner.
Pouvoir comprendre ’ensemble des mécanismes sous-jacents et arriver a optimiser son efficacité
constitue un projet passionnant et d’un grand intérét en ce qui concerne les problémes de santé 1i¢ a la
multi-résistance bactérienne. Ces bactéries tuent chaque année des milliers de personnes et ce nombre
ne va faire qu’augmenter dans les prochaines décennies. De nombreuses tentatives ont été effectuées a
travers le monde - telles que la recherche de nouveaux antibiotiques, I’utilisation de bactériocines ou de
phages — afin de se débarrasser de ces bactéries indésirables. Dans cette perspective, 1’utilisation de la
conjugaison avec Crispr/Cas9 et le plasmide autonome RP4 donnerait probablement des résultats
incroyables. Il serait utile de pouvoir continuer ces expériences afin de voir toute I’étendue de

I’efficacité que pourrait apporter le RP4 dans le ciblage de génes, en véhiculant Crispr/Cas9.
Les études récentes publiées en 2019, en méme temps que nos premiers résultats sur la méme

thématique, montrent bien le c6té innovant de notre travail et I’intérét grandissant dont ce systeme fait
’objet dans la lutte contre les multi-résistances bactériennes.
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Annexes

Annexe 1 : liste des amorces utilisés dans cette étude

Annexe 2 : liste des plasmides utilisés dans cette étude

Annexe 3 : liste des souches utilisées dans cette étude

Annexe 4 : groupes d’incompatibilités des ORIs

Annexe 5 : photo du résultat de conjugaison

Annexe 6 : carte du plasmide RP4/RK2

Annexe 7 : carte du plasmide pIG-K1

Annexe 1

liste des principales amorces utilisées dans cette étude

Primer Séquence (5’ => 3’) Tm (°C
JR-Amp-Fw CGTGTCGCCCTTATTCCCTT 56
JR-Amp-Rev ACGATACGGGAGGGCTTACC 57
JR-K7-Fw ctaAGATCTcccggggacgtcaagttgat 62
JR-K7-Rev ctaCTGCAGCTTTAAGAAGGGCG 58
JR-K7K1-Fw ctaAGATCTCCCGGGGACGTCgctgtttt 65
JR-K7K1-Fw2 CTAAGATCTAGGAAACAGCTATGACCAT 56
JR-RP4-Bgl-F GGGATTTGAACATCAGTCATCG 54
JR-RP4-Bgl-R GGAAATTGAGGCCGTTCAAG 53
JR-Cm-Fw CCCagatctAAAACGATCTCAAGAAGATC 53
JR-Cm-Rev CTActgcagCAATTCGCCCTATAGTGAGT 60
Cas9-Xmal-Fw CTTTAAGAAGCCCGGGGACGTCgctgttttgaattaacggttcc | 68
499-Fw AGTCTTTCCTCAATCATCTCCC 53
500-Rev CCAGCATTTCTTTCAGGTGAAC 54
M13-Fw tgtaaaacgacggccagt 53
M13-Rev caggaaacagctatgaccatg 53
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Annexe 2

liste des principaux plasmides utilisés dans cette étude

Plasmide Gene(s) important(s) | Taille (kb) Résistance
plG-K1 Cas9 sgRNA 8,5 KanR
plG-K2 Cas9 sgRNA 8,5 KanR
pCas Cas9 8,7 KanR
RP4 (voir section 2) 60,1 AmpR, KanR, TetR
pK18mob oriT mob 3,8 KanR
pSB4AS5 RFP, pSC101 4,9 AmpR
Annexe 3
liste des principales souches utilisées dans cette étude
Souche Espéce Génotype Plasmide(s)
MFDplI‘ E.coli MG1655 RP4-2-Tc::[AMul::aac(3)IV-AaphA-Anic35- N/A
AMu2::zeo] AdapA::(erm-pir) ArecA
DHS5 E.coli F endAl ginV44 thi-1 recAl rel41 gyr496 deoR nupG N/A
purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rx mg), A
TOP10 E.coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 N/A
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15
2alK16 rpsL(Str") endA1 A
TEM1 E.coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 N/A
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15
2alK16 rpsL(Str") endA1 L AmpR
DS984 E.coli F endAl ginV44 thi-1 recAl rel41 gyr496 deoR nupG N/A
purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, CmR,
hsdR17(rx mg), A
sJRO7 * E.coli DHS F endAl ginV44 thi-1 recAl rel41 gyr496 deoR nupG pSB4A5 BBa J04450
purB20 ¢80dlacZAM1S5 A(lacZYA-argF)U169, - -
hsdR17(rx mg), A
sJR12 * E.coli MFDPir MG1655 RP4-2-Tc::[AMul::aac(3)IV-AaphA-Anic35- pIG_K2
AMu2::zeo] AdapA::(erm-pir) ArecA
sJR13 * E.coli MFDPir MG1655 RP4-2-Tc::[AMul::aac(3)IV-AaphA-Anic35- pIG_KI
AMu2::zeo] AdapA::(erm-pir) ArecA
Annexe 4

Différentes origines de réplication et groupes d’incompatibilités de quelques plasmides types

puc ~500-700 pMB1 (derivative) A Relaxed
pBR322 ~15-20 pMB1 A Relaxed
pET ~15-20 pBR322 A Relaxed
pGEX ~15-20 pBR322 A Relaxed
pColE1 ~15-20 ColE1 A Relaxed
pRE6K ~15-20 RE6K* B Stringent
pPACYC ~10 P15A B Relaxed
pSCiot ~5 pSCiot B Stringent
pBluescript ~300-500 ColE1 (derivative) and F1** A Relaxed
pGEM ~300-500 puCand F1 A Relaxed

(Source : addgene.org).
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Annexe 5
Photo du résultat de conjugaison

Résultats de la conjugaison Crispr/Cas9 anti-Amp, sur une souche TEM1 résistante a [’ampicilline dans
le chromosome. A gauche : avec Crispr/Cas9 ciblant le gene de résistance AmpR, plus aucune bactérie
n’a survécu en présence d’ampicilline dans le milieu . A droite : controle. Sans Crisrp/Cas9, les
bactéries ont conjuguées mais poussent encore sur ampicilline.
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Annexe 6

Carte génétique du plasmide RP4/RK2

operon,klaA CDS,klaA gene,regulatory,+3 operon,kleE gene,kleD gene kleC gene,+8
klaC CDS,klaC gene, korA gene,+2 operon
incC gene tnpR_gene
korB gene
korG gene, korF gene tnpA_gene
kfrA _gene
kfrB gene,+1 klcB gene
operon klcA gene
kfrC gene

traM gene

operon, +1 BglII
+1 +1
+1
+1
+1
+1
+1
+1 RP4-BN000925 +1
+1
600396 bp 1
+1
+1
+1 +1
+1
traCl_gene trbF_gene
traC2 gene trbG gene
traB gene trbH _gene
traA_gene trbI gene
aphA_gene

upf35.8 gene

mobile_element,+1 trbL_gene

parD gene,parE gene,+1 trbM gene, trbN gene
upf32.8 gene,operon,parA gene,+2 trb0 _gene

trbP gene, trbP regulatory,upf31.7 gene,+1

trbJ gene, trbK gene
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Annexe 7

Carte génétique du plasmide pIG-K1

Pstl

pIG-K1

8482 bp
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