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Résumé

La division cellulaire est un processus quasi-universel permettant aux cellules de se
propager. Elle comprend l'ensemble des mécanismes moléculaires qui permettent a une
cellule de dupliquer fidelement et de partager équitablement son information génétique entre
deux cellules filles de méme taille dans le cas fréquent de la division cellulaire symétrique qui
fait I’objet de cette these.

Chez les bactéries, pour des raisons historiques, ce phénomeéne a principalement été
¢tudi¢ chez les deux organismes cylindriques Escherichia coli et Bacillus subtilis. . Leur cycle
cellulaire comprend une phase d’¢élongation impliquant la synthése du peptidoglycane dit
"périphérique" concomitante a la réplication du génome. Cette étape est suivie de
I’assemblage au milieu de la cellule, le futur site de division, d’un "anneau" résultant de la
polymérisation de la protéine FtsZ (homologue structural de la tubuline). Cet anneau "Z" sert
de charpente a 1’assemblage du complexe cytokinetique, qui comprend au moins une
douzaine de protéines impliquées dans le processus de septation, c'est-a-dire la synthese du
peptidoglycane septal, I’invagination membranaire, la fermeture du septum, la séparation des
deux cellules filles ainsi que les dernicres étapes de la ségrégation des chromosomes.

La cytokinese demeure largement méconnues chez les bactéries sphériques dont les
cellules posseédent, contrairement aux cylindriques, une infinité de plans médians potentiels.
Ces organismes comprennent notamment de nombreux pathogenes (Streptococcus,
Staphylocococcus) et un certain nombre de cyanobactéries (Synechcocystis PCC6803,
Mycrocystis Aeruginaosa ...). Ces dernieres sont des organismes importants pour la biosphere
et possédent un fort potentiel biotechnologique. Elles sont ¢également intéressantes pour
I'analyse comparative de la morphogénese et la cytokinése des cellules sphériques et
cylindriques dans un contexte physiologique trés semblable (le métabolisme photo-
autotrophique). En effet, de nombreuses cyanobactéries ont une morphologie cellulaire
sphérique tandis que les autres sont cylindriques. Les cyanobactéries, notamment les especes
sphériques, sont également intéressantes pour aider a comprendre la division du chloroplaste
qui a une morphologie sphérique et dérive d'une cyanobactérie ancestrale. C’est pour ces
différentes raisons que j’ai analysé la cytokinese de la cyanobactérie sphérique Synechocystis
PCC6803, qui se préte bien aux approches de génomique fonctionnelle grace aux outils

développés au laboratoire.
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Au début de ma these, seul quatre facteurs cytokinétiques de Synechocystis (FtsZ, ZipN,
et MinCDE) avait été identifiés, grace aux travaux de notre équipe. Mon travail a débuté par
l'identification de facteurs cytokinétiques possible de Synechocystis, en recherchant des
orthologues putatifs des protéines du divisome d’E. coli et B. subtilis. Nous avons ainsi repéré
24 protéines potentiellement impliquées dans la division cellulaire de Synechocystis. Ces 24
protéines ont €té analysées comme suit: (i) construction et analyse phénotypique (croissance
et cytokinése) de mutants dépourvus (en totalité, ou en partie quand la protéine est
indispensable a la croissance) d'un ou plusieurs facteurs; (ii) recherche d’interactions
protéiques entre ces nouveaux facteurs et ceux caractérisés auparavant (FtsZ et ZipN; 23
interactions détectées sur 300 testées) ; (iii) localisation subcellulaire de ces nouveaux
facteurs; et (iv) influence de l'absence (totale ou partielle) de ces nouveaux facteurs
cytokinétiques sur la localisation des polymeres de FtsZ (qui ne demeurent pas toujours
capables de former un anneau au milieu des cellules).

Ces travaux m'ont permis de caractériser 14 facteurs cytokinétiques. Six (SepF,
ZipS/Ftn6, DivIVA, FtsQ, Ftsl et FtsW) sont essentiels a la croissance, ainsi qu'a la
cytokingse et/ou la morphogénese de Synechocystis. Sept facteurs (les "penicillin-binding
proteins": PBP1, PBP2, PBP3, PBP5, PBP8, PBP6, PBP7) participent a la cytokinese et/ou a
la morphogénese sans étre essentiels. Le dernier facteur (YlmD), semble ne pas intervenir
dans la croissance (dans les conditions trés favorable du laboratoire) et la morphogénése mais
présente des interactions avec certaines protéines cytokinétiques clés (ZipN, FtsQ et FtsI).

J’ai notamment montré : (i) I’importance de chaque classe de PBPs pour la morphogénese
et/ou la cytokings ; (if) leurs interactions avec les facteurs cytokinetiques FtsQ, Ftsl et FtsW,
vraisemblablement impliqués la synthése du peptidoglycane septal (Article 1); (iii) que les
protéines SepF et ZipS/Ftn6 se localisent au septum, en interagissent physiquement avec la
protéine FtsZ, et qu’elles influencent la formation et le positionnement des polymeéres de
FtsZ, normalement en anneau au milieu des cellules. SepF est d’ailleurs capable de stimuler la
polymérisation de FtsZ in vitro (Article 2); (iv) ZipS/Ftn6 posséde un domaine N-terminal
analogue (séquence et structure) avec le domaine DnaD de divers facteurs d’initiation de la
réplication suggérant que ZipS/Ftn6 pourrait participer au dialogue entre la réplication du
génome et la cytokinese (Article 4); (v) Finalement, j’ai montré que ZipN joue un rdle central
dans 1’organisation du divisome de Synechocystis, et (vi) intégré et représenté 1'ensemble des
données disponibles dans un mode¢le de travail (le premier modéle pour une cyanobactérie,

Article 3).
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La capacité a croitre et a se diviser est une propriété fondamentale du monde vivant dont
la cellule est l'unit€¢ de base. Ainsi, toute cellule alterne des phases de croissance
(grossissement) et de division (cytokinese). Dans le cas le plus fréquent, cette division se fait
en deux cellules filles identiques (morphologie, génome, taille, etc.), on parle alors de division
symétrique. C’est 1’étude de ce processus vital qui fait I'objet de cette these.

Découverte il y a plus de 150 ans, la division cellulaire a été intensivement étudié dans
plusieurs organismes modeles: eucaryotes (les levures et les mammifeéres par exemple) et

procaryotes (Escherichia coli et Bacillus subtilis).

L'analyse des processus moléculaires de cytokinese présente a la fois un intérét
fondamental et finalisé. Du point de vue fondamental, on étudie quand et comment les
cellules décident de se diviser, comment elles le font, et comment ces processus
fondamentaux ont €été conservés, ou réinventés, au cours de l'évolution. Ces travaux
présentent aussi un intérét biotechnologique car la machinerie de division cellulaire est une
cible privilégiée pour le développement de molécules thérapeutiques antibiotiques et/ou
anticancéreuses. Dans le cas des antibiotiques, on vise a perturber la division des
microorganismes infectieux, sans affecter celles des cellules humaines. Au laboratoire, nous
étudions la cytokinese d'organismes procaryotes, les cyanobactéries, qui ont faconné la
planéte (génération de l'atmosphére oxygénique), et continuent d’avoir un fort impact sur
I'environnement (renouvellement de 1'atmospheére oxygénique, production de biomasse pour la
chaine alimentaire). Ces microorganismes ont également un fort potentiel biotechnologique
(production de molécules thérapeutiques, de bioplastiques et de bioénergies) (Abed, et al.,

2009; Dismukes, et al., 2008; Ghirardi, et al., 2009; Williams, 2009).

Notre démarche est de type "recherche fondamentale". Nous souhaitons caractériser
l'appareil cytokinétique cyanobactérien pour, a terme, identifier les relations moléculaires
entre le métabolisme, qui soutient la croissance, et la cytokinese. Nous souhaitons également
comprendre dans quelle mesure la machinerie cytokinétique cyanobactérienne a été conservé
chez le chloroplaste des plantes, qui dérive de I'endosymbiose d'une cyanobactérie ancestrale

dans le proto-eucaryote (Gray, 1993).
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Chez les bactéries, on distingue deux types de division cellulaire (Figure 1) :

= Une division symétrique ou la cellule mere se divise pour donner naissance a
deux cellules filles de taille équivalente, permettant ainsi la propagation des
cellules dans un milieu donné. C’est le mode de multiplication le plus répandu
chez les bactéries. Elle implique : (i) une réplication du matériel génétique ; (if)
un partage équivalent de ce matériel ; (ii7) et la séparation des deux cellules filles.
Ce processus est donc trés complexe et nécessite un grand nombre d’acteurs

protéiques.

= Une division asymétrique, qui intervient généralement en réponse a des
conditions environnementales défavorables a la croissance, ou la cellule mere
donne naissance a une spore par un processus nommé sporulation. Ce processus
s’apparente plus a de la différentiation cellulaire mais il met en jeu des acteurs
identiques ou trés proches de ceux intervenant au cours la division cellulaire. Les
spores possedent généralement une paroi épaissie qui isole I'organisme du milieu
extérieur défavorable (souvent appauvri en nutriments). Elles peuvent "germer" et
redonner des cellules normales lorsque les conditions redeviennent favorables a la
croissance. Un certain nombre d’organismes sont capables de réaliser le processus

de sporulation : B. subtilis, Caulobacter crescentus, Streptomyces ou encore

Myxococcus.
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Figure 1 : Schéma des différents types de divisions cellulaires rencontrées chez les
bactéries
PG - peptidoglycane (composant majeur de la paroi cellulaire des bactéries). La synthese du
peptidoglycane périphérique (grossissement des cellules) est indiquée par des fleches vertes.
Le complexe de division est indiqué par un anneau rouge. La synthése du peptidoglycane

septal est indiquée en rose.
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Au cours de ma these, je me suis intéressé a la cytokinese "symétrique". Elle est réalisée
par un important complexe protéique dont 1’activité permet: (i) la ségrégation des
chromosomes nouvellement dupliqués; (ii) la synthése du peptidoglycane septal; (iii)
I’invagination de la (ou des) membrane(s) plasmiques au milieu de la cellule; (iv) la
séparation des deux cellules filles nouvellement créées.

Avant toute division, une cellule doit d’abord augmenter son volume, je me suis donc

également intéressé au complexe de synthese du peptidoglycane périphérique.

Les différentes étapes du cycle cellulaire bactérien sont schématisées dans la Figure 2.

Elongation de la cellule :
par synthése de peptidoglycane Ségrégation des
périphérique chromosomes

Période B - Réplication de ’ADN

Naissance de la Initiation de la Findela Division

cellule réplication réplication
pre-a
(o) —— —*
)

Figure 2 : Le cycle cellulaire bactérien

En croissance lente, le cycle cellulaire bactérien est divisé en 3 périodes bien définies : (i) la
période A, de la naissance de la cellule a l'initiation de la réplication de ’ADN ; (ii) la
période B, de I’initiation a la fin de la réplication (dans la majorité des cas, la croissance
cellulaire est concomitante a la réplication de 1’ADN) ; (iii) la période C, de la fin de la
réplication a la division cellulaire. La séparation des chromosomes fréres commence des
I’initiation de la réplication. La division commence des que la ségrégation des chromosomes

est achevée ou en phase d’achevement (Haeusser and Levin, 2008).
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Dans la nature, il existe deux grands types morphologiques de bactéries: les cellules
cylindriques (batonnets) qui se divisent toujours dans un seul et méme plan cytokinétique, et
les cellules sphériques qui posseédent une infinité de plans cytokinetiques possibles (Figure 3).
Pour des raisons historiques, la machinerie de division cellulaire a été essentiellement
analysée chez les premicres bactéries utilisées comme modele de laboratoire: E. coli et B.

subtilis qui sont toutes deux cylindriques. Trés peu d'études concernent les bactéries

sphériques, bien qu'elles soient trés nombreuses parmi les pathogenes (entérocoques,

pneumocoques, staphylocoques et streptocoques) ou les bactéries importantes pour

l'environnement (les cyanobactéries).

Figure 3 : Représentation des plans médians de division d’un cylindre (A)
et d’une sphére (B)
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A. La division cellulaire chez les bactéries hétérotrophes

Escherichia coli et Bacillus subtilis

La division cellulaire a été principalement étudiée chez les deux bactéries cylindriques
modeles E. coli et B. subtilis. Au cours des trente derni¢éres années, une quinzaine de genes
directement impliqués dans la division cellulaire de ces deux organismes ont été identifi€s
(Errington, et al., 2003a). Pour la plupart, ils ont été nommés « fts », pour « filamentation
thermosensitive », en référence au phénotype consécutif a leur inactivation. Chez ces mutants
la cytokinese est fortement perturbée (constriction, synthése du peptidoglycane septal,
séparation des deux cellules filles) alors que la croissance cellulaire continue (synthése du

peptidoglycane périphérique) ; il en résulte un allongement des cellules qui « filamentent ».

A T’heure actuelle le modele cinétique général de la division cellulaire (la cytokinese)

comprend les étapes suivantes:

= La sélection du site de division, généralement au milieu de la cellule (cytokinese
symétrique), entre les deux nucléoides nouvellement dupliqués et ségrégés (le
nucléoide définit la zone ou est concentrée I’ADN bactérien et les protéines qui lui

sont rattachées).

= La formation d’un anneau stable de polymeres de la protéine FtsZ, I’anneau Z, au

niveau du futur site de division (septation) des deux cellules filles.

= [’assemblage d’un complexe multi-protéique membranaire, ou septosome, au niveau

de la « charpente » formée par I’anneau Z.
= [’activation par ce complexe membranaire de la machinerie de synthése du
peptidoglycane septal responsable de [I’invagination du manteau cellulaire

(comprenant la ou les membranes plasmiques et le peptidoglycane).

= La séparation physique des deux cellules filles.
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A.1. Positionnement du plan cytokinétique au milieu de la cellule

Il est généralement accepté que I’assemblage de I’anneau Z au milieu de la cellule est
I’événement clé dans I’initiation de la division cellulaire symétrique. Toutefois, peu de choses
sont connues sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation spatiale et
temporelle de 1’assemblage de ce complexe et la transition vers les étapes distales de

constriction de la cellule mére et septation des deux cellules filles résultantes.

Pour assurer une division symétrique, on congoit intuitivement que la bactérie doit d’une
manieére ou d’une autre pouvoir définir précisément son plan médian. Deux mécanismes
moléculaires sont impliqués dans la sélection du site de division au milieu de la cellule
(Figure 4). Les deux processus empéchent 1'assemblage de 1'anneau Z au niveau de I'ADN (le
systtme Noc pour "nucleoid occlusion" — exclusion du nucléoide) d'une part, ainsi qu’au

niveau des deux pdles de la cellule d’autre part (le systtme Min pour « minicells »).

(

.
]

Site de division

W
o/

Figure 4 : Schéma des zones d’action des systémes Min et Noc
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A.1.1 Le systeme Noc

Plusieurs données indiquent que les cellules posseédent un mécanisme qui empéche la
constriction de 1'anneau Z au niveau des régions riches en ADN, évitant ainsi de fragmenter le
génome de la cellule meére et donc la production de cellules filles possédant une partie du
génome incomplet. Il semble donc que les bactéries aient développé un systeme capable de
percevoir soit la présence de zones libres d’ADN ou, au contraire, la présence du nucléoide.

Le systtme Noc a été révélé par I’observation que la division cellulaire est souvent
inhibée a proximité du nucleoide de cellules dont la réplication ou la ségrégation des
chromosomes est perturbée (Mulder and Woldringh, 1989). Ainsi I’anneau Z est incapable de
se former au dessus du nucléoide. Des études réalisées chez E. coli et B. subtilis semble
indiquer que, plus que la présence d’ADN, se serait sa concentration qui serait importante

(Harry, 2001). L’ observation que I’anneau Z s’assemble avant la ségrégation complete de

chromosomes, est en faveur de cette hypothése (Den Blaauwen, et al., 1999; Wu, et al., 1995).

En 2004, Wu et Errington ont identifié un effecteur spécifique du systéme de « nucleoid
occlusion » chez B. subtilis (Wu and Errington, 2004). Ce facteur, YyaA (renommé Noc),
semble inhiber la division cellulaire en se liant a I’ADN de maniére non spécifique. Chez les
mutants inactivés du geéne noc, les sites de divisions sont ectopiques et se produisent
régulierement au niveau des nucleoides (Figure 4).

Un homologue fonctionnel de la protéine Noc a été identifié chez E. coli :, la protéine
SImA (Bernhardt and de Boer, 2005). Le mécanisme par lequel SImA agit sur 1’exclusion du
nucléoide reste méconnu. Comme la protéine Noc, SImA se lie de manieére non spécifique a
I’ ADN et interagit physiquement avec FtsZ. SImA pourrait, soit inhiber la polymérisation de
FtsZ, soit prévenir ’association de facteurs stabilisant 1’anneau Z, tels FtsA ou ZipA (voir

plus loin) (Bernhardt and de Boer, 2005).

Les protéines Noc et SImA ne se distribuent pas de manieére homogene dans le nucléoide;
au cours de la ségrégation des chromosomes, leur concentration diminue au centre des
nucléoides (Figure 5). Il est donc envisagé que ces deux protéines inhibent la polymérisation
de FtsZ mais que la ségrégation des nucléoides crée une région libre au milieu de la cellule

favorable a ’assemblage de 1’anneau Z (Lutkenhaus, 2007a).
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Figure 5 : Représentation des mécanismes d’action des protéines Noc et SImA au cours
de la réplication du chromosome
Le nucléoide est représenté en bleu. Les protéines Noc (B. subtilis) ou SImA (E. coli) sont
représentées en rouge. Les monomeres de FtsZ sont représentés par des spheres vertes.
L’anneau Z (polymeres de FtsZ) est représenté en vert. L’inhibition de la polymérisation de

FtsZ par les protéines Noc ou SImA est représentées par des T noirs. (Lutkenhaus, 2007a).

Bien que les phénotypes des mutants inactivés des genes noc et slmA soient semblables ;
ces deux protéines, qui sont présentes chez deux bactéries différentes (respectivement B.
subtilis et E. coli) ne partagent pas d’homologie de séquence. Elles constituent, probablement,

un bel exemple d’évolution convergente
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A.1.2 Le systetme Min

En complément du systeme Noc, il existe un autre processus de positionnement de
I’anneau Z au plan septal médian; le systtme Min. L'absence des facteurs de ce systéme
autorise les divisions ectopiques au niveau des pdles cellulaires des mutants correspondants,

et engendre la formation de minicellules.

A.1.2.1. Chez E. coli

Les geénes codant pour les composants du systeme Min forment un opéron regroupant les
geénes minC, minD et minE. La délétion de 1’intégralité de 1’opéron minCDE n’est pas létale,
mais elle produit des septations asymétriques (Davie, et al., 1984; de Boer, et al., 1988).Ce
phénotype «mini-cellules» illustre bien la capacité de FtsZ a polymériser n’importe ou le long

du cylindre cellulaire et que le systéme Min contrdle le positionnement de 1’anneau Z.

Les études génétiques et biochimiques indiquent que les protéines MinC et MinD forment
un complexe membranaire inhibiteur de la polymérisation de FtsZ; tandis que la protéine
MinE empeche le complexe MinCD d'inhiber la polymerisation de FtsZ au milieu de la

cellule (de Boer, et al., 1992; de Boer, et al., 1989).

In vivo la sur-expression de MinC induit une forte filamentation de la cellule du fait de
I’incapacité de 1’anneau Z a se former. MinC interagit physiquement avec FtsZ (test double-
hybride dans la levure Sacharromyces cerevisiae : YTH), dont il inhibe la polymérisation in
vitro (Hu and Lutkenhaus, 2000). 11 a été montré que MinC interagissait également avec
MinD (Huang, et al., 1996). La structure tridimensionnelle de MinC (Cordell, et al., 2001)
montre que cette protéine existe sous la forme d’un dimere composé de deux domaines relié€s
par un lien flexible. Le domaine N-terminal est nécessaire et suffisant pour I’interaction avec
FtsZ et I’inhibition de sa polymérisation. Le domaine C-terminal intervient dans la

dimérisation de la protéine et son interaction avec MinD (Cordell, et al., 2001).
MinD est une ATPase associée a la membrane interne (de Boer, et al., 1991; Hu, et al.,

2002; Hu and Lutkenhaus, 2003). Elle a besoin de fixer de I’ATP pour dimériser et seule la

forme dimérique est fonctionnelle. Elle est alors capable d'interagir avec MinC et de se
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localiser a la membrane cytoplasmique (Lackner, et al., 2003), permettant ainsi a MinC
d’inhiber la polymérisation de FtsZ tout le long de la cellule. L hydrolyse de I’ATP par MinD

provoque la dissociation du dimeére et donc de son interaction avec MinC.

La protéine MinE semble, elle, réguler cette inhibition en empéchant MinC d’agir au
milieu de la cellule (Hu and Lutkenhaus, 2003; King, et al., 1999). Ainsi, en I’absence de
MinE, MinC inhibe la polymérisation de FtsZ tout le long de la cellule et la cellule filamente.
MinE interagit physiquement avec MinD mais ne semble pas interagir avec MinC (YTH)
(Huang, et al., 1996). En fait, MinE fonctionnerait en inhibant ou en déstabilisant
I’association MinC/MinD. En effet, I’expression de MinE réduit fortement 1’interaction
MinC-MinD (YTH) (Huang, et al., 1996). Par ailleurs, in vitro, MinE stimule 1’activité
ATPase de MinD provoquant la dissociation du dimere de MinD et donc du complexe MinC-
MinD. De la méme maniere, MinE est capable de dissocier MinD de vésicules lipidiques in

vitro (Lackner, et al., 2003).

La construction de fusions des protéines Min a la GFP (Green Fluorescent Protein) a
permis de visualiser 1’extraordinaire mouvement oscillatoire des trois protéines et de
comprendre réellement le fonctionnement de ce systeme (Fu, et al., 2001; Hu and Lutkenhaus,
1999; Hu and Lutkenhaus, 2001; Raskin and de Boer, 1997; Raskin and de Boer, 1999). Les
protéines de fusion GFP-MinC, GFP-MinD et MinE-GFP oscillent, au niveau de la
membrane, d’un pdle a I’autre avec une périodicité de 20 s. L’oscillation de MinD dépend de
la présence de MinE et inversement. MinC n’exerce aucune influence sur le mouvement de
ces deux protéines et semble se « contenter » d’€tre recrutée a la membrane par MinD. Ainsi,
MinE forme un « anneau » dont 1’oscillation d’un pdle a ’autre de la cellule permet la
stimulation de 1’activité ATPase de MinD et donc la dissociation du complexe MinCD. Celui-
ci est alors relargué dans la cytoplasme ; MinD se lie a nouveau a I’ ATP et relocalise MinC a
la membrane mais cette fois-ci au péle opposé (Lutkenhaus, 2007b). On congoit intuitivement
que du fait de 1’oscillation du complexe inhibiteur MinCD, la concentration moyenne a un
instant t de ce dernier est moindre au milieu de la cellule permettant a cet endroit la formation
d’un anneau stable de FtsZ (Lutkenhaus, 2002; Margolin, 2001; Meinhardt and de Boer,

2001). La logique moléculaire du systeme Min chez E. coli est schématisée dans la Figure 6.
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Figure 6 : Représentation du fonctionnement du systéme Min chez E. coli

(Lutkenhaus, 2007b)
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A.1.2.2. Chez B. subtilis

L’analyse des nombreux génomes bactériens, dont la séquence est disponible a ce jour,
révele que les protéines Min y sont inégalement représentées. Des homologues du géne minD
sont présents dans la grande majorité de ces génomes. En revanche, minC et surtout minE sont
beaucoup plus rares. Nous allons voir que chez B. subtilis, la stratégie mise en place est

relativement différente.

Par une approche génétique de complémentation fonctionnelle de mutants de B. subtilis
présentant un phénotype «minicellules» plusieurs laboratoires ont cloné indépendamment
deux loci baptisés divIVA et divIVB. Le locus divIVB est un opéron dicistronique codant pour
deux polypeptides homologues a MinC et MinD (Levin, et al.,, 1992) qui, comme eux,
interagissent physiquement (YTH) et localisent aux pdles des cellules en division (Marston, et
al., 1998). La délétion du geéne minC et/ou du geéne minD conduit a un phénotype
«minicellules» (Edwards and Errington, 1997) ; suggérant que comme chez E. coli, MinC et
MinD contrélent la polymérisation de FtsZ. Néanmoins, il a été montré que les protéines
MinC et MinD de B. subtilis présentaient également une localisation septale en fin de cycle de
division.

Le locus divIVA est monocistronique (Levin, et al., 1992) et sa délétion entraine une forte
filamentation de la cellule. DivIVA semble, de la méme mani¢re que MinE, réguler la
distribution spatiale du complexe MinCD puisque la localisation de MinD dépendant de
DivIVA (Edwards and Errington, 1997; Hamoen and Errington, 2003; Karoui and Errington,
2001; Marston and Errington, 1999; Marston, et al., 1998). DivIVA n’est pas présent chez E.
coli et pourrait, par consequent, €tre 1’homologue fonctionnel de MinE. De plus, DivIVA
présente la méme localisation que MinC et MinD (aux pdles et au septum en fin de cyle)
Cependant, contrairement a leurs homologues chez E. coli, aucun mouvement oscillatoire n’a
été observé pour MinD et DivIVA et aucunes données ne prouvent qu’elles interagissent

(Errington, et al., 2003a).

Récemment, un nouvel acteur de ce systtme a été identifé ; MinJ. MinJ interagit
physiquement (test double hybride bactérien — BACTH) avec DivIVA et MinCD et pourrait
ainsi contrbler I’interaction de ces facteurs entre eux (Bramkamp, et al., 2008; Patrick and

Kearns, 2008). Comme celle de DivIVA, la délétion de MinJ conduit a une filamentation des
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cellules (Bramkamp, et al., 2008; Patrick and Kearns, 2008). MinJ se localise a la fois aux
poles de la cellule et au septum tout comme les protéines DivIVA et MinCD

En fait, ’action du complexe MinCD semble se faire sur I’inhibition du recrutement des
partenaires de FtsZ et donc sur la maturation de I’anneau Z plut6t que sur la polymérisation de
FtsZ. En effet, chez les mutant AminJ et AdivIVA, 1’arrét de la division a lieu apres la
formation de 1’anneau Z (Bramkamp, et al., 2008; Patrick and Kearns, 2008). De plus, une
étude montre que MinC présente deux activités différentes affectant 1’anneau Z (Dajkovic, et

al., 2008; Hu and Lutkenhaus, 2000; Shiomi and Margolin, 2007).

Ainsi, en début de cycle de division, le complexe MinCD prévient la formation d’anneau
Z au niveau des poéles de la cellule. Une fois le complexe de division assemblé et actif au
milieu de la cellule, les acteurs du systéme Min sont recrutés au septum afin de prévenir toute
nouvelle activité immédiate du complexe de septation (Bramkamp, et al., 2008; Patrick and
Kearns, 2008). Le fonctionnement du systtme Min chez B. subtilis est schématisé dans la

Figure 7.

Il est important de noter que MinJ est présente chez les bactéries gram positives
cylindriques (Clostridium, Listeria, Lactobacillus) mais absente chez les bactéries gram
positives sphériques (Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus) (Bramkamp, et al., 2008;
Patrick and Kearns, 2008). Ce syst¢éme ne semble donc pas conservé d’une espece a 1’autre.
Par ailleurs, de nombreux auteurs ont montré que chez les bactéries du genre Streptococcus et
d’autres organismes, la protéine DivIVA semblait plutdt étre impliquée dans de nombreux
processus comme la ségrégation des chromosomes; la maturation du complexe de cytokinese;
la formation et la maturation des poles de la cellule mais également dans la synthése du
peptidoglycane. Ainsi, il a été proposé que DivIVA est un facteur cytosquelettique ayant de
nombreux partenaires impliqués dans diverses fonctions, expliquant ainsi que cette protéine
intervienne dans autant de processus (Vicente and Garcia-Ovalle, 2007). Le fait que la
protéine soit capable de former des oligomeres va d’ailleurs dans le sens que DivIVA est un

composant du cytosquelette bactérien (Rigden, et al., 2008).
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Figure 7 : Modé¢le de fonctionnement du systéme Min chez B. subtilis

(A) interdépendance de localisation des protéines représentées par des fleches rouges.
DivIVA ne nécessite aucune protéine pour sa localisation tandis que MinC dépend de toutes
les protéines pour localiser.

(B) Interactions (représentées par des fleches bleues) entre les protéines détectées par un
systeme double hybride bactérien

(C) Modele d’action du systeme Min chez B. subtilis. Le complexe MinCD est représenté par
des triangles bleus, FtsZ est représenté par des spheres jaunes, les partenaires de FtsZ
permettant la maturation de I’anneau Z sont représentés par des carrés rouges, 1’anneau Z est
représenté en jaune puis en rouge lorsqu’il devient actif. DivIA et MinJ ne sont pas montrés
sur le schéma.

Etapel : I’anneau Z ne peut pas se former aux pdles de la cellule du fait de 1’action du
complexe MinCD (dont la localisation dépend de MinJ et DivIVA). Etape 2 : ’anneau Z peut
se développer au milieu de la cellule. Etape 3 : recrutement des protéines du complexe de
cytokinese permettant 1’activation de I’anneau Z. Etape 4 : début du processus de division et
recrutement du complexe MinCD au septum par DivIA et MinJ. Etape 5 ; La constriction
provoque le désassemblage du complexe de cytokinese et MinCD empéche alors tout activité

annexe des protéines désassemblées. (Bramkamp, et al., 2008; Patrick and Kearns, 2008).
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A.2. L’anneau Z : la charpente et le moteur du complexe de cytokinese

Un des événements clé de la cytokinese bactérienne est la formation d’un anneau stable
de polymeres de la protéine FtsZ (I’anneau Z) au niveau du site futur de division (au milieu
de la cellule mere). L’anneau Z est essentiellement formé de polymeres de FtsZ mais il
comprend également de nombreux facteurs impliqués dans la régulation de sa polymérisation
(FtsA, ZipA, ZapA, SepF...). Cette structure annulaire est utilisée, entre autres, comme
« charpente » pour 1’assemblage du complexe multiprotéique nécessaire a la ségrégation des

chromosomes, la synthése du peptidoglycane septal et I’invagination de la membrane.

A.2.1 La protéine FtsZ., I’lhomologue structural de la tubuline

FtsZ est le composant majeur de la machinerie de cytokinese pour plusieurs raisons. Il est
présent et remarquablement conservé chez une grande majorité des eubactéries et un nombre
non négligeable d’archaes et d’organites eucaryotes (Margolin, 2000). Il est au sommet de la
hierarchie d’assemblage de la machinerie cytokinétique. Ainsi, FtsZ est nécessaire a la
localisation de I’ensemble des protéines du complexe de cytokinese (Errington, et al., 2003a).
Certaines mutations du geéne ftsZ qui altérent la forme de I’anneau Z (formation de structure
en hélice par exemple), ont un effet similaire sur la morphologie globale de la bactérie

(morphologie en spirale).

A.2.1.1.  Caractéristiques générales

Le gene ftsZ (pour filamentation thermosensible Z) a été isolé chez E. coli par
complémentation fonctionnelle d’un mutant thermosensible qui, a température non
permissive, forment des filaments (pouvant atteindre la taille spectaculaire de 40 mm soit 20
fois la taille normale d’une cellule sauvage) (Lutkenhaus, et al., 1980). A I’exception de
Streptomyces coelicolor (McCormick, et al., 1994), ftsZ est essentiel a la viabilité de toutes les
bactéries et notamment des cyanobactéries comme démontré au laboratoire (Mazouni, et al.,
2004). FtsZ est remarquablement conservé dans la quasi-totalité des génomes bactériens

séquencés entierement a ce jour. Une des exceptions est la famille des Chlamydiaceae qui ne
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possede pas d’homologue de la protéine FtsZ (Vaughan, et al., 2004). Toutefois, ces bactéries
sont des parasites obligatoires qui pourraient utiliser des composants de la cellule héte pour
leur division. Le géne ftsZ est €également absent de certaines bactéries non parasitaires comme
Ureaplasma urealyticum (Glockner, et al., 2003) et Pirellula sp. (Glass, et al., 2000). La
cytokingse de ces especes demeure incomprise a ce jour.

FtsZ une protéine acide (point isoélectrique, pl= 4-5) d’environ 40 kD, présentant une

activité GTPase.

A.2.1.2.  Structure et polymérisation

En 1998, la résolution simultanée des structures tridimensionnelle de FtsZ de
I’archaeabactérie Methanococcus jannashii (Lowe, 1998) et de 1’hétérodimere de tubuline o/}
du cerveau de bovin (Nogales, et al., 1998) a montré d’évidentes similarités de structure entre
ces deux facteurs (Figure 8). Ces deux protéines possédent deux domaines globulaires : un
domaine N-terminal de fixation du GTP séparé d’un domaine C-terminal par une hélice

centrale.

La tubuline est une protéine essentielle a la survie de tous les eucaryotes, impliquée dans
de multiples processus biologiques, dont la ségrégation des chromosomes durant la mitose ou
la mobilité mitochondriale (Errington, et al., 2003b). Elle polymérise in vitro en présence
stricte de GTP pour former des protofilaments dans lesquels les monomeres o et 3, qui
partagent 50% d'acides aminés identiques, s’associent de maniere latérale (Errington, et al.,
2003a). Tout comme la tubuline, in vitro et en présence stricte de GTP, FtsZ s’assemble sous
formes de protofilaments qui consistent en des polymeres linéaires contenant des sous unités
de FtsZ s’associant latéralement les uns aux autres (Figure 8 et 9) (Bramhill, 1997; Erickson,
et al., 1996; Lowe and Amos, 1999; Lowe and Amos, 2000; Mukherjee and Lutkenhaus,
1994). L’hydrolyse du GTP se fait de maniere concomitante avec la polymerisation, mais le
phosphate hydrolysé n’est pas relargué immédiatement. La configuration de FtsZ est
différente selon que du GTP ou du GDP est fixé a la protéine. Ainsi, les polymeéres de FtsZ
peuvent Etre stabilis€s par la présence de GTP-y-S non hydrolysable et rapidement
dépolymérisés si I’on ajoute un large exceés de GDP (Mukherjee, et al., 2001; Scheffers, et al.,

2000).
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(b) B-tubulin, plus-end

a-tubulin, minus-end

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de la protéine FtsZ et de I’hétérodimere de
tubuline o/
Au niveau du domaine N-terminale : les hélices sont représentées en rouge, les feuillets 5 en
bleu, les boucles en jaune, le GDP en vert. Les domaines C-terminaux de la tubuline B et de
FtsZ sont représentés en vert. La surface du domaine de liaison au GTP est désignée comme
I’extrémité positive alors que la surface de liaison du domaine C-terminal est désignée comme

I’extrémité négative. (Erickson, 1998).
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De récentes avancées biochimiques et la résolution de la structure cristallographique des
polymeres de FtsZ ont montré des homologies de structures avec les protofilaments de la
tubuline (Lowe and Amos, 1999; Oliva, et al., 2004). Les polymeres de FtsZ et de tubuline
s’assemblent par interaction entre 1’extrémité positive d’un monomere et I’extrémité négative
du monomere suivant ; conduisant ainsi a une structure linéaire. L’interaction implique
I’insertion d’une boucle, nommée T7, du monomere N dans la poche de fixation du GTP du
monomere N+1. C’est cette association de la poche de fixation du GTP et de la boucle T7 qui
forme le site actif et permet 1’hydrolyse du GTP (Figure 9) (de Pereda, et al., 1996; Erickson,
1998; Lowe, 1998; Lowe and Amos, 1998).

Ainsi, alors que FtsZ et la tubuline partage peu d’homologie de séquence (< 20%
d’identité de séquence); les acides aminés impliqués dans la fixation du GTP et les

mécanismes de formation du site actif sont, eux, trés conservés entre les deux protéines.

Il a ét€ mis en évidence, dans les cellules eucaryotes, que les microtubules de tubuline,
sont des cylindres de 25 nm de diametre composés de 13 protofilaments paralléles (Errington,
et al., 2003a). En revanche, I’agencement des protofilaments composant 1’anneau de FtsZ
chez les bactéries reste tres discutée (Huecas, et al., 2008). En fait, les protofilaments de FtsZ
composant I’anneau Z, n’ont jamais pu étre observés in vivo. Ceci peut étre di au fait que
I’anneau Z est une structure trop petite et/ou masquée par son environnement cytoplasmique
dense.

Toutefois, il a été observé que les protofilaments de FtsZ sont capables de s’associer
latéralement in vitro, formant ainsi diverses structures de niveaux supérieurs (structures en
feuille, en ruban, en tube). Ces associations latérales peuvent €tre induites entres autres par le

pH ou des cations divalents (Ca**, Mg**) (Harry, et al., 2006).
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Figure 9 : Représentation des étapes de polymérisation de FtsZ

A- Structure d’un monomere (en vert) fixant le GTP (en jaune). B — Structure d’un dimere (un
monomere est coloré en rouge, l'autre en bleu), le GTP est représenté en jaune. C-
Représentation d’un filament de FtsZ, constitué de monomeres de FtsZ s’associant
latéralement les uns aux autres. D — assemblage des filaments en Protofilaments par des
interactions latérales. E — I’organisation des protofilaments de FtsZ dans I’anneau Z n’est pas

connue. (Lock and Harry, 2008).
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L’anneau Z (tout comme les microtubules eucaryotes) n’est pas une structure figée
mais, au contraire, une structure dynamique (Stricker, et al., 2002). Les auteurs de ce travail
ont analysé le comportement d'une souche produisant la protéine de fusion FtsZ-Gfp (ainsi
que FtsZ sauvage) par la technique du FRAP («Fluorescence Recovery After
Photobleaching »). Cette méthode consiste a abolir la fluorescence émise par la GFP a un
temps donné et puis de suivre en temps réel sa réapparition. Si I’anneau Z est de nature
dynamique, c’est a dire qu’il y a échange entre celui-ci et le « pool » cytoplasmique de
monomeres, alors on peut s’attendre a ce qu’il émette de la fluorescence a nouveau: c’est
exactement ce que les auteurs ont observé. Ainsi il a été estimé que I’anneau Z a une demi-vie
de I’ordre de la trentaine de secondes (Stricker, et al., 2002) ce qui indique que les polymeres

constituant 1’anneau Z sont en rapide et continuel cycle de polymérisation / dépolymérisation.

A.2.1.3.  Le processus de constriction

Les mécanismes moléculaires de la constriction demeurent peu connus. Tous les modéles

proposés font intervenir un ancrage de I’anneau Z a la membrane cytoplasmique.

= (Errington, et al., 2003a). A la manieére de la myosine, de courts filaments de FtsZ
glisseraient les uns sur les autres sous 1’action d’un moteur protéique, entrainant une
diminution du diamétre de I’anneau Z. Le moteur moléculaire invoqué dans ce modele

n’a, cependant, jamais été identifié.

= (Lu, et al., 2000). La constriction serait le résultat d’'une courbure des filaments de
FtsZ due a un changement de conformation de FtsZ lors de 1’hydrolyse du GTP en
GDP. En effet, il a été observé que les protofilaments de FtsZ formés en présence de

GTP sont droits alors que ceux formés en présence de GDP sont courbés

= (Rivas, et al., 2000). Les filaments de FtsZ seraient progressivement dépolymérisés au
site d’attachement a la membrane. Ce modele est soutenu par les deux observations
suivantes : (i) la surproduction de FtsZ inhibe la constriction de I’anneau et (ii) les

protofilaments formés en présence de GDP sont plus labiles.
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= (Li, et al., 2007). Ce modele est une combinaison des deux précédents; il propose que
FtsZ génere, lui méme, la force de constriction de la membrane selon un cycle de

pincements répétés de la membrane (Figure 10).

Polymérisation et
attachement a la

membrane
—_—
Echange de Hydrolyse du
nucléotide GTP
«-—
Dépolymérisation

Figure 10 : Représentation du modele de constriction par pincement répété des
polymeres de FtsZ
Les molécules cytoplasmiques de FtsZ liées au GTP (carrés rouge) polymérisent sous forme
de filaments droits (ligne rouge) et se lient a la membrane plasmique (rond noir) par
I’intermédiaire d’ancreurs moléculaires (crochet orange). L hydrolyse du GTP conduit a un
changement de conformation des filaments de FtsZ qui se courbent, entrainant localement un
pincement interne de la membrane. Les molécules de FtsZ li€es au GDP se dépolymérisent
(rond rouge) et échangent ensuite leur nucléotides afin de recommencer le cycle. Les petites
constrictions résultantes de chaque cycle seraient maintenues par la néo-synthése de

peptidoglycane. (Li, et al., 2007).
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Ce modgele est remis en question par le fait que-le GDP, issue de I’hydrolyse du GTP, est
rapidement échangé avec du GTP au niveau des monomeres de FtsZ. Par conséquent les
protofilaments sont essentiellement constitués de protéines associées au GTP et ne pourraient
pas emmagasiner suffisamment d’énergie pour réaliser I’invagination septale (Harry, et al.,
2006). De plus, chez les mutants de FtsZ dont 1’activité GTPase est déficiente, la constriction
de I’anneau Z a toujours lieu, bien que le recyclage des sous unités de FtsZ soit altéré

(Anderson, et al., 2004).

D’autres auteurs ont proposé que la synthése du peptidoglycane septal elle méme,
provoquerait 1’invagination de la paroi cellulaire (Harry, et al., 2006). Cependant, aucune
expérience n'est venue étayer cette hypothése de travail. Ainsi le processus moléculaire de

constriction demeure inexpliqué.

A.2.2  Les partenaires cytoplasmiques de la protéine FtsZ

A.2.2.1. FtsA est la premiere protéine recrutée par FtsZ

Apres FtsZ, FtsA est la deuxieme protéine cytokinétique la mieux conservée chez les
bactéries (Harry, et al., 2006). Le geéne ftsA est essentiel a la viabilité cellulaire chez E. coli et
les mutants thermosensibles de ftsA filamentent fortement a température non permissive
(Beall, et al., 1988; Beall and Lutkenhaus, 1992; Donachie, et al., 1979; Lutkenhaus and
Donachie, 1979; Lutkenhaus, et al., 1980). Chez B. subtilis, ftsA n’est pas essentiel a la
croissance et sa délétion conduit a une filamentation des cellules (Beall and Lutkenhaus,

1992).

La séquence primaire de la protéine FtsA indique qu'elle appartient a la superfamille des
ATPases qui comprend 1’actine, les héxokinases et les protéines de chocs thermiques de la
famille Hsp70 (Figure 11) (Bork, et al., 1992). La structure cristallographique de la protéine
FtsA de Thermotoga maritima (van den Ent and Lowe, 2000) ressemble a celle de 1’actine ;
chacune posseéde deux domaines protéiques séparés par un domaine intermédiaire possédant
une poche de fixation des nucléotides (Figure 12). Cependant, la signification de cette

similarité de structure n’est pas claire. FtsA ne semble pas étre un composant majeur des
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structures cytosquelettiques bactériennes et sa délétion n’entralne pas d’aberrations

morphologiques comme des cellules en spirales (comme observé avec certains mutants de

FtsZ). En outre, le réle de I’activité ATPase de FtsA n’est pas connu.
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Figure 11 : Alignement des structures secondaires de la protéine FtsA et de I’actine des

eucaryotes

Les couleurs des éléments de structure secondaire sont les mémes que celles des domaines

indiqués dans la structure tridimensionnelle (Figure 12) (van den Ent and Lowe, 2000).
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La protéine FtsA fusionnée a la Gfp localise au septum dans les deux bactéries de
maniere dépendante de FtsZ. En effet, cette localisation est abolie chez des mutants
incapables de former I’anneau Z (Addinall, et al., 1996; Feucht, et al., 2001). Il a été¢ montré
qu’il n’y avait pas de différence temporelle entre la localisation de FtsZ et FtsA au site de
division (Den Blaauwen, et al., 1999; Rueda, et al., 2003) et que chez B.subtilis, FtsZ et FtsA
interagissent physiquement avant la formation de I’anneau Z, suggérant, chez cet organisme,

que I’anneau Z serait un complexe FtsA-FtsZ (Jensen, et al., 2005).

Des études d'interaction protéine-protéine avec le systeme levure de double hybride
(YTH) montrent que cette interaction est dépendante des 70 derniers aa de FtsZ (Wang, et al.,
1997). Deux aa dans la partie C-terminale de la protéine FtsZ de E. coli, la leucine 372 et la
Proline 375 sont critiques pour cette interaction (Erickson, 2001). L’extrémité C-terminale de
FtsZ est conservé chez la plupart des orthologues bactérien de cette protéine et semble étre le
site d’interaction de nombreux facteurs (Din, et al., 1998; Ma and Margolin, 1999; Wang, et

al., 1997; Yan, et al., 2000).
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Figure 12 : Représentation tridimensionnelle de la protéine FtsA de 7. maritima, et des
acides aminés de FtsA d’E. coli importants pour ’interaction avec FtsZ
(A) La structure de FtsA de T. maritima comprend 4 domaines (1A, 1C, 2A et 2B) par
homologie aux protéines de la famille de I’actine (van den Ent and Lowe, 2000).
(B) Les acides aminés altérés chez les mutants d’E. coli sont représentés sur la structure
tridimensionnelle de la protéine FtsA de T. maritima. Les acides aminés essentiels pour la
localisation de FtsA a 1’anneau septal sont colorés en rouge. 1l s'agit, en indiquant en premier

-puis dans le FtsA. : K48 — E-47; Y234 — V236;

T.maritimas*

la nature et la position dans le FtsA ..,
V238 — H240 ; D242 — D244; R300 — R301; E303 — E304; LL307 — K308. Les acides aminés
ne provoquant qu’une perte partielle de localisation sont colorés en jaune: 1232 — V234; P233
— P235; S241 — K243. Enfin, ceux qui n’ont pas d’effet sur la localisation sont colorés en
bleu: N237 — K239.

L’alignement des séquences de FtsA issus de diverses organismes (Ec = E. coli; Pa =
Pseudomonas aeruginosa; Ng = Neisseira gonorrhoeae; Bs = B. subtilis; Tm = T. maritima)
montre la région de FtsA contenant les aa chargés (panneau B). La position des aa dans la

protéine de T. maritima sont indiqués sous I’alignement tandis que ceux d'E. coli sont

indiqués au dessus. (Pichoff and Lutkenhaus, 2007a).
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Un des rdles possible pour FtsA serait de participer a la formation et a la stabilisation de
I’anneau Z, ou a son ancrage a la membrane. En effet, bien que le profil d’hydrophobicité de
FtsA indique qu’elle ne possede pas de fragment transmembranaire ; son domaine C-terminal
s’agence en hélice amphiphile et pourrait lui permettre de s’enchasser dans la membrane
(Figure 13). Enfin, chez E. coli et B. subtilis, FtsA semble nécessaire au recrutement d’autres
composants du septosome. L’activité ATPase de FtsA pourrait lui permettre le recrutement de

ces facteurs.
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Figure 13 : La région C-terminale de FtsA contient un motif conservé qui a la capacité
de former une hélice amphipathique

(A) Comparaison de la région C-terminale de FtsA de différentes bactéries comportant un
motif conservé.

(B) Diagramme en roue de I’hélice formée par la partie C-terminale de FtsA d'E.coli et de
B.subtilis. Le diagramme du motif de la protéine FtsA de E. coli ne comprend pas les deux
derniers acides aminés car ils ne sont pas essentiels pour le bon fonctionnement de FtsA. Le
diagramme du motif de la protéine FtsA de B. subtilis ne comporte pas les 4 premiers résidus
car le caractére hydrophobe de I’hélice est décalé vers la fin du motif chez les bactéries gram
positive.

Les acides aminés hydrophobes sont indiqués en jaunes et les basiques en gris (Pichoff and

Lutkenhaus, 2005).
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A.2.2.2.  ZapA participe aux interactions latérales entre les protofilaments de FtsZ

La protéine ZapA (pour « Z-ring-associated protein A ») a été€ mise en évidence chez B.
subtilis lors d’une recherche de facteurs dont la surproduction stimule la formation de
I’anneau Z, en utilisant comme crible la capacité a compenser 1’inhibition de la formation de
I’anneau Z due a la surproduction de la protéine MinD (Gueiros-Filho and Losick, 2002).

La protéine ZapA interagit physiquement avec FtsZ et présente une localisation septale.
Néanmoins, ZapA n’est pas essentielle a la formation du septum; elle est requise pour la
formation d’un anneau Z correct et une division cellulaire normale (Gueiros-Filho and Losick,
2002). Des études, in vitro, ont montré que ZapA stimule la formation de structures de FtsZ
de niveau supérieur (de la méme maniere que les cations bivalents) (I.A.2.1.2) (Gueiros-Filho
and Losick, 2002). ZapA, qui interagit avec FtsZ sous la forme d’un dimére ou d’un tétramere
formé de deux dimeres « téte-béche », fonctionnerait comme un pont moléculaire entre deux
protofilaments de FtsZ (Figure 14) (Low, et al., 2004). Elle pourrait également influencer
I’orientation prise par les protofilaments de FtsZ afin d’aboutir a la formation d'un anneau et

non pas de spirales (Low, et al., 2004).

ZapA
——f —_— -,
o,
iy,

Figure 14 : Représentation d’un modéle de la fonction de la protéine ZapA lors de la
formation de ’anneau de FtsZ
La figure représente 1’assemblage des molécules de FtsZ (rond gris) en protofilaments puis
sous forme de structures plus complexes. Le modele propose que des dimeres de ZapA (Y
noir) aide a la liaison entre deux protofilaments et a la stabilisation de cette interaction

(Gueiros-Filho and Losick, 2002).
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Un homologue de la protéine ZapA a été identifi€é chez E. coli (ygfE) (Small, et al.,
2007). Les auteurs ont montré que la protéine YgfE était un inhibiteur potentiel de 1’activité

GTPase de FtsZ et pourrait, par conséquent, stabiliser les polymeres de FtsZ (1.A.2.1.2).

Récemment, un nouvel acteur de I’anneau Z a été mis en évidence : ZapB (pour « Z-ring-
associated protein B ») qui, comme ZapA ou FtsA, semble capable de stimuler la

polymérisation de FtsZ (Ebersbach, et al., 2008).

A.2.2.3.  SepF favorise la polymérisation de FtsZ

Le geéne sepF (codant pour la protéine SepF pour « septum forming ») fait partie chez B.
subtilis et Streptococcus pneumoniae d’un groupe de geénes voisins comprenant ylmE, ylmG,
ylmH et divIVA. En 2003, Fadda et ses collaborateurs ont montré que 1’inactivation du geéne
sepF entrainait la formation de chaines de cellules non séparées chez S. pneumoniae ainsi

qu’une morphologie altérée (Fadda, et al., 2003).

La protéine SepF a ét€ récemment caractéris€e par deux équipes chez B. subtilis
(Hamoen, et al., 2006; Ishikawa, et al., 2006). Ils ont montré qu'un double mutant AsepFAftsA
n’est pas viable et que la surexpression du géne sepF complémente le phénotype AftsA
(Ishikawa, et al., 2006). 11 semblerait donc que SepF et FtsA partagent une certaine partie de
leur fonction.

Comme FtsA et ZapA, SepF interagit avec FtsZ et présente une localisation a 1’anneau
septal dépendante de FtsZ (Hamoen, et al., 2006; Ishikawa, et al., 2006). SepF participerait a
la création de connexions latérales entre les polyméres de FtsZ (comme ZapA). De plus, SepF
pourrait réduire I’activité GTPase de FtsZ, augmentant ainsi la stabilité des polymeres de
FtsZ. SepF semble interagir avec la partie C-terminale de FtsZ puisque cette interaction est
inhibée par 1'ajout en exces d’un peptide correspondant aux 16 derniers acides aminés de FtsZ

Enfin, toujours comme FtsA, SepF pourrait participer a 1’ancrage de 1’anneau Z a la
membrane via une hélice amphiphile N-terminale (SMKDKLK - séquence B. subtilis) lui

permettant de s’enchisser dans la membrane plasmique ((Sapay, et al., 2006)).
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A.2.2.4. ClpX inhibe la polymérisation de FtsZ

En 2005, Weart et collaborateurs ont caractéris€ un nouveau partenaire de FtsZ chez B.
subtilis ; la chaperone ClpX. La protéine ClpX est la sous-unité impliquée dans la
reconnaissance du substrat de la protéase ClpXP (Flynn, et al., 2003). Elle fonctionne aussi
indépendamment de ClpP, pour prévenir 1’agrégation de protéines et remodeler des
complexes protéiques (Flynn, et al., 2003). L’inactivation du gene clpX permet de restaurer
une morphologie normale chez un mutant thermosensible de FtsZ et sa surexpression inhibe
fortement la division cellulaire de B. subtilis. Cette action de ClpX est indépendante de son
activit¢ ATPase et de son partenaire ClpP, indiquant que 1’activité protéase n’est pas
impliquée dans ce processus. Enfin, in vitro, ClpX inhibe la polymérisation de FtsZ sans
interférer avec le repliement de FtsZ ni son activité GTPase.

La protéine ClpX est bien conservée dans le monde bactérien et il a été montré qu’elle
interagissait directement avec FtsZ chez E. coli (Flynn, et al., 2003). Il est donc possible que

cette fonction ait été préservée au cours de 1’évolution.

A.2.2.5.  SulA bloque la polymérisation de FtsZ lors de 1’activation du systéme
S.0.S.

SulA, un composant du systeme S.O.S. chez E. coli, est produite en réponse aux
dommages de I’ADN pour bloquer la division cellulaire, en inhibant 1’assemblage de 1’anneau
Z (Bi and Lutkenhaus, 1993; Huang, et al., 1996) ; le temps nécessaire a la réparation des
l1ésions de I' ADN. La reprise du cycle cellulaire normal est possible car SulA est rapidemment

dégradée par la protéase Lon (Mizusawa and Gottesman, 1983).

En solution, SulA existe sous la forme d’un dimere et chaque sous-unité contient un site
d’interaction avec FtsZ, au niveau de sa boucle T7 (I.A.2.1.2, Figure 8), inhibant ainsi la
polymérisation de FtsZ et la formation de son site actif (site de fixation au GTP) (Cordell, et
al., 2003). Cette observation est en accord avec les données montrant que SulA inhibe a la
fois la polymérisation et 1’activité GTPase de FtsZ (Mukherjee and Lutkenhaus, 1998). SulA
est une protéine peu conservée dans le monde bactérien. Chez B. subtilis, 1’ arrét de la division
cellulaire en réponse aux dommages de 1I’ADN, est accompli par la protéine YneA, dont la

fonction est mal connue (Kawai, et al., 2003).

I. Introduction 50



‘(.0 "“ .1
¥ - || ";‘z‘\'9
Lie N &7 KN
Nl . 24 YP% L
2\~ N -
e &S
3
SulA RecA

'.\ - 4 -, g/ »
. ‘t-’ ¥ 1‘ ¢ > ﬂ é‘ 1\ f .
GDP nd N I8 <
% 7 . & ’L 9" | coP
ae 80 y o
. S “') 4 U?’“‘ _'l; )
(RSN T~ AN & L7
< : ° A i k ‘\‘ T
FlsZA FtsZ B
. SulAX SulAY | !
CRRE 41 B f A
aor AR \\\ 4 L | cOP
L \} / v

Figure 15 : Structure de la protéine SulA seule et en complexe avec FtsZ
(A) Structure critallographique d’un monomere de SulA de P. aeruginosa et de sa similarité
avec le domaine N-terminal de la protéine RecA de E. coli.
(B) Structure cristallographique du complexe SulAA35 — FtsZ (cette forme de la protéine
SulA permet une meilleure résolution de la structure). Le dimere de SulA (orange et rouge)
est pris en « sandwich » entre deux monomeres de FtsZ (vert et bleu) via I’interface T7.
L’hélice jaune représente la fronticre entre les domaines N et C terminaux de FtsZ. Les deux

vues représentent une rotation de 90°. (Cordell, et al., 2003)

A.2.3  Les partenaires membranaires de FtsZ

Comme mentionné précédemment, les différents modeles proposés pour le
fonctionnement de 1’anneau Z nécessitent que celui-ci soit fortement 1i¢ a la membrane. De
plus, cette association a la membrane est également nécessaire pour coordonner 1’invagination
membranaire avec la synthése du peptidoglycane. Certaines protéines comme FtsA et SepF
pourraient participer a cet ancrage du fait de leur enchassement dans la membrane via une

hélice amphiphile. Nous allons voir que FtsZ interagit également avec des protéines
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membranaires qui pourraient étre des facteurs majeurs de cet attachement de ’anneau Z a la

membrane.

A.2.3.1. La protéine ZipA d’E. coli

ZipA (pour «Z interacting protein A») a été identifié chez E. coli apres
coimmunoprécipitation avec la protéine FtsZ (Hale and de Boer, 1997). Elle possede un
domaine N-terminal membranaire, et un domaine C-terminal cytoplasmique constitué de deux
modules distincts reli€s par un peptide flexible riche en proline et glycine (Ohashi, et al.,
2002). Le gene zipA est essentiel chez E. coli, (RayChaudhuri, 1999) et ZipA se localise au
septum de maniere dépendante de FtsZ, mais indépendamment de FtsA.

La surexpression de zipA chez E. coli conduit a 1’inhibition de la division cellulaire (Hale
and de Boer, 1997; Hale and de Boer, 1999; Liu, et al., 1999), et a la suppression du
phénotype thermosensible de I’alleéle ftsZ84(ts) en stabilisant I’anneau Z (RayChaudhuri,
1999). In vitro, les polymeres de FtsZ formés en présence d’un exces de protéines ZipA
présentent des connexions plus importantes (Hale, et al., 2000; RayChaudhuri, 1999) qui sont
similaires a ceux formés en présence de cations bivalents (I.A.2.1.2) (Mukherjee and
Lutkenhaus, 1999). Il est intéressant de noter que I’anneau de FtsZ se forme toujours chez les
simples mutants de délétion AftsA et AzipA mais pas chez le double mutant AftsAAzipA
(Pichoff and Lutkenhaus, 2002) ; indiquant une possible redondance de fonction pour ces

deux protéines.

Le domaine C-terminal de ZipA interagit avec FtsZ, au niveau de son domaine C-
terminal (comme FtsA et SepF) (Hale, et al., 2000; Liu, et al., 1999; Mosyak, et al., 2000;
Moy, et al., 2000).

La structure cristallographique de 1’hétérodimeére constitué par le domaine C-terminal de
ZipA et les 17 aa C-terminaux de FtsZ révele une organisation de type B-a- formant une
cavité hydrophobe a laquelle se lie le peptide de 17 aa de FtsZ (Mosyak, et al., 2000; Moy, et
al., 2000). Cette interaction implique principalement des liaisons hydrophobes, et deux ponts
hydrogenes (Mosyak, et al., 2000). De maniére intéressante, la proline conservée du domaine

C-terminal de FtsZ, essentielle a I’association avec FtsA, (I.A.2.2.1) ne semble pas impliquée
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dans celle avec ZipA (Mosyak, et al., 2000). En revanche, les aa D373, 1374, F377, L378 de
FtsZ participent a cette interaction (Mosyak, et al., 2000) (Haney, et al., 2001).

Le fait que ZipA semble 10 a 100 fois moins abondante que FtsZ in vivo (Hale and de
Boer, 1997) et que seulement 30% des protéines ZipA se localisent au septum au cours de la
division (Stricker, et al., 2002), suggere que ZipA peut interagir simultanément avec 1’anneau
Z et les monomeres cytoplasmiques de FtsZ (Errington, et al., 2003a). Par ailleurs, ZipA
montre un comportement dynamique similaire a celui de FtsZ avec un échange constant de
protéines entre le « pool » membranaire et le « pool » annulaire (Stricker, et al., 2002). Il est

donc envisagé que cet échange dynamique refléte le mouvement d’un complexe FtsZ-ZipA.

A.2.3.2. La protéine EzrA de B. subtilis

La protéine EzrA (pour « extra Z rings A »), conservées chez diverses bactéries Gram-
négative, a ¢été identifiée comme un régulateur négatif de la polymérisation de FtsZ (Levin, et
al., 1999). Les mutants Aezr4 sont viables et présentent des anneaux Z surnuméraires. Ils
demeurent capables de former un anneau Z quand I’expression de FtsZ est diminuée (par
exemple par la surproduction des inhibiteurs MinCD), alors que la souche sauvage n'en fait
pas dans de telles conditions (Levin, et al., 1999; Levin, et al., 2001). Ces résultats suggerent
que la protéine EzrA possede une action de déstabilisation des polymeres de FtsZ.

EzrA posséde un unique domaine membranaire N-terminal et un large domaine C-
terminal cytoplasmique (Levin, et al., 1999). Elle se répartit tout le long de la membrane
cytoplasmique et inhibe la polymérisation de FtsZ au niveau des pdles de la cellule en
séquestrant les monomeres solubles (rdle semblable au systéme Min) (Haeusser, et al., 2004;
Levin, et al., 1999; Levin, et al., 2001). Cette inhibition nécessite 1’association d’EzrA au
domaine C-terminal de FtsZ (Singh, et al., 2007). En effet, in vitro, la délétion des 17 derniers
résidus de FtsZ rend cette derniére quasiment insensible a 1’inhibition par EzrA et ’ajout en
exces d’un peptide correspondant a ces 17 résidus permet de lever cette inhibition (comme
ZapA et SepF) (Singh, et al., 2007). Il a également ét¢ montré que EzrA posséde un motif
nommeé le « QNR patch » nécessaire a sa localisation a I’anneau Z mais pas a son action sur
FtsZ in vitro (Haeusser, et al., 2007). Ainsi, EzrA est également recruté au septum par FtsZ et
pourrait avoir un role actif sur le maintient de la dynamique d’échange de monomeres de FtsZ
au niveau de 1’anneau septal. Enfin, du fait de sa topologie, il est envisagé que EzrA participe

a ’ancrage de I’anneau Z a la membrane.
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A.3. La machinerie de synthése du peptidoglycane

Le peptidoglycane est le composant majeur de la paroi des bactéries auquel il procure
rigidité et solidité.

Les bactéries dites a Gram positif (Figure 16) possédent un peptidoglycane €pais, jusqu'a
80 nm d'épaisseur, constitué par un empilement de brins de peptidoglycane qui sont en
contact direct avec le milieu extracellulaire. On note aussi la présence d'acides téchoiques
(polymere a base de ribitol et glycérol phosphate) qui traversent le peptidoglycane. Certains
sont ancrés directement dans la membrane plasmique par l'intermédiaire d'une partie lipidique
et portent le nom d'acides lipotéchoiques.

A l'inverse, la paroi de bactéries gram-négatives (Figure 16) montre une structure plus
complexe. Elles possedent une membrane externe en plus du peptidoglycane qui est ici tres
fin puisque sa taille moyenne n'est que de quelques nanomeétres avec souvent seulement une
ou deux couches de brins de peptidoglycane. La membrane externe, qui entoure la cellule
(peptidoglycane compris) ressemble a une membrane biologique classique : double couche de
phospholipides incluant des protéines comme par exemple des porines. La membrane externe
crée une barriere imperméable qui délimite, ainsi, I'espace périplasmique. Cet espace contient

de nombreuses protéines.

A B
Lipopolysaccharide

Proteine
Phospholipide

' Membrane
Peptidoglycane externe
]l’eptidoglycane
Membrane =
plasmique | |Membrane
plasmique
Phospholipide =
Proteine

Lipoproteine

Figure 16 : Représentation en trois dimensions de la structure de la paroi des bactéries
gram positives (A) et gram négatives (B)

(http://stl_bjb.ac-dijon.fr/microbio.htm)
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Au cours de leur croissance, les cellules meres synthétisent du peptidoglycane pour
grossir et se diviser en deux cellules filles. Ainsi, de nombreuses études ont mis en évidence
I’existence de deux voies d’insertion du peptidoglycane néosynthétisé ; 1’une périphérique et
I’autre septale pour la séparation des cellules filles (Figure 2) (I.A.3.5). Deux complexes
semblent impliqués dans ces voies d’insertion ; le complexe de septation et le complexe

d’élongation (I.A.3.5).

A.3.1 La structure du peptidoglycane

Le peptidoglycane (Figure 17) est un polymere de longues chaines glucidiques reliées
entre elles par des ponts peptidiques flexibles qui forment une structure solide mais non figée.
Les longues chaines glucidiques sont formées par 1’alternance de N-Acétyl-Glucosamine
(NAG) et de N-Acétyl-Muramique (NAM) reliés par des liaisons osidiques 3 1-4. La fonction
acide carboxylique du résidu lactyl du NAM est impliquée dans une liaison amidique avec de
courts peptides de 4 acides aminés. La réticulation du peptidoglycane est réalisée par des
ponts entres les peptides des chaines glucidiques (Ghuysen, et al., 1994; Goffin and Ghuysen,
1998).

La composition des chaines glucidiques varie peu d’une bactérie a 1’autre, par contre leur
longueur présente des différences significatives. A 1’inverse, les peptides li€s au NAM
différent grandement entre les groupes bactériens. Ils contiennent des acides aminés de la
série p et L et un acide aminé dibasique qui est souvent I’acide diamoinopimelique (mA,pm)
ou la r-lysine (r-Lys), permettant la formation du pont peptidique. Le peptide le plus
fréquemment trouvé est : L-Ala,,-p-Glu,-mA,pm,-p-Ala,, ; avec le résidu L-Ala,;, attaché au
NAM. Le pont peptidique est formé par une réaction de transpeptidation reliant la p-Ala,,
d’une chaine a un groupe amino-acide libre du résidu mA,pm d’une autre chafne. Dans
certains organismes, les liaisons peptidiques sont formées par un pont de 5 glycines
(Staphylococcus aureus). Le degré de réticulation (% de ponts peptidiques formés par rapport
aux nombres total de ponts peptidiques potentiels) peut varier de 40 a 60% pour E. coli et B.

subtilis et jusqu’a 90% pour les Staphylocoques (Scheffers and Pinho, 2005).
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Figure 17 : Représentation schématique de la structure du peptidoglycane
(A) structure linéaire du peptidoglycane présentant 1’alternance NAG-NAM et les peptides
pontants.
(B) Représentation en trois dimensions du peptidoglycane (Timothy Paustian, University of

Wisconsin-Madison).

A.3.2 Syntheése du peptidoglycane : role des « Penicillin Binding
Proteins » (PBPs)

L’assemblage complet du peptidoglycane (Figure 18) nécessite une glycosyl transférase
qui permet la polymérisation des brins glucidiques et une transpeptidase qui assure la
connexion entre eux via leurs chaines peptidiques latérales. Ces activités sont catalysées par la
famille des protéines liant la pénicilline (les PBPs) ; nommées ainsi en raison de leur affinité

pour cet antibiotique. Les PBP se répartissent en trois catégories (Ghuysen, 1994) : Les PBPs

I. Introduction 56



de haut poids moléculaires (HMW PBP) de classe A et celles de classe B, et les PBPs de

faibles poids moléculaires (LMW PBPs) (Ghuysen, 1994).

Cytoplasme | Périplasme
NAG) iR NAG — NAM — NAG — NAM
e ,/ \ PBP1a PBP1b PBP1c |
Synthése Lipid Il | _ — Ao -Ala
G \\ : / Transglycosylation M‘;Iu e
du PG | Meso-DAP Meso-DAP
' \
: p-Ala p-Ala
Etapes multiples /o | Activité des PBPs -Ala oAl
5 Mpl :
de synthése st : _,_
Transpeptidation
i l D-D carboxypeptidation /
i Etapes multiples : Pgrz
;'T'a de dégradation | ----NAG—NAM----  PBP3
o-Glu \/ 57 \ PBPS L-Ala
| LdcA AmpG PBP6?
NagZ \ 0-Glu
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e SR e
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Figure 18 : Représentation de ’activité de différentes PBPs de E. coli
HMW PBP de classe A : PBP1a, PBP1b, PBP1c / HMW PBP classe B : PBP2, PBP3 / LMW
a activité carboxypeptidase (type 5): PBPS, PBP6, DacD / LMW a activité endopeptidase
(type 4) : PBP4, PBP7. (Ghosh, et al., 2008).
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A.3.2.1.  Les PBPs de haut poids moléculaires de classe A

Les HMW PBPs de classe A possédent a la fois une activité transglycosylase et une
activité transpeptidase et jouent un réle central dans la polymérisation du peptidoglycane. Une
étude montre qu’elles interviendraient soit dans la synthése du peptidoglycane périphérique
soit dans celle du peptidoglycane septal (Morlot, et al., 2003).

E. coli possede trois HMW PBPs de classe A (PBPla, PBP1b et PBPIc). Les simples
mutants Apbpla et Apbplb ne présentent aucun défaut morphologique, tandis que le double
mutant ApbplaApbplb n’est pas viable, suggérant une certaine redondance de fonction entre
ces deux protéines. Le réle de PBPIc n’est pas connu, son absence n’entralne aucun
phénotype, méme en combinaison avec la délétion de pbpla ou pbp1b (Sauvage, et al., 2008).

Chez B. subtilis, la situation est quelque peu différente puisque la co-délétion des 4
HMW PBPs de classe A est viable, bien qu’elle conduise a un retard de croissance et
quelques défauts morphologiques. Ainsi, un autre facteur, a identifer, serait responsable de
I’activité glycosyltransférase chez cette bactérie (den Blaauwen, et al., 2008). Par ailleurs, il a
été montré que PBP1 faisait partie intégrante du complexe de septation et était essentielle lors

du phénomene de sporulation (Scheffers and Pinho, 2005).

A.3.2.2.  Les PBPs de haut poids moléculaires de classe B

Elles sont plus petites que les PBPs de classe A, dépourvues d’activité transglycosylase,
mais cruciales pour la morphologie des cellules. Chez E. coli, deux membres de la classe B,
Pbp2 (mrdA) et Pbp3 (ftsI), interviennent dans la synthése du peptidoglycane (Nanninga,
1998; Popham and Young, 2003). La délétion du geéne mrdA entraine un arrondissement des
cellules qui se mettent a ressembler a des spheres, probablement a cause de la perte de
capacité a synthétiser le peptidoglycane dans la partie cylindrique de la bactérie
(peptidoglycane périphérique). Au contraire, la délétion du gene fts/ entraine une
filamentation des cellules, suite a 1’arrét de la synthése de peptidoglycane septal. Cette
observation a également été faite chez Streptococcus pneumoniae ou PBP2x est spécialisée
dans la synthése du peptidoglycane septal et PBP2b dans la synthése du peptidoglycane
périphérique (Morlot, et al., 2003).
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Chez E. coli et B. subtilis, la proté¢ine Pbp3 (Ftsl), bien conservée dans I’ensemble des
bactéries, est essentielle a la division cellulaire et fait partie intégrante du complexe de
septation. Ftsl est relativement stable et seules quelques dizaines de molécules sont présentes
dans une cellule de E. coli (la surproduction n’affecte pas la viabilité cellulaire).Elle possede
un petit domaine N-terminal transmembranaire et un large domaine C-terminal périplasmique.
Ce dernier comprend un domaine de 200 acides aminés de fonction peu connue (domaine
nPBP) et un domaine d’environ 300 acides aminés caractéristique des PBPs (domaine PBP)
(Bowler and Spratt, 1989). Chez les bactéries gram-négatives, Ftsl agirait en un complexe
multiprotéique qui introduirait trois unités de glycane en paralléle de 1’hydrolyse d’une unité
déja en place (Figure 19) (Adam, et al., 1997; Holtje, 1998). Néanmoins, la manic¢re dont Ftsl

s’intégre dans le complexe de septation est mal connue.
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Figure 19 : Représentation d’un modéle pour I’insertion de nouveaux brins de
peptidoglycane
(Scheffers and Pinho, 2005)

La structure cristallographique de la partie extracellulaire de la protéine FtslI de S.
pneumoniae (PBP-2X) a été résolue (Dessen, et al., 2001; Pares, et al., 1996). La structure du
domaine PBP est caractéristique du domaine catalytique des transpeptidases, tandis que le
domaine nPBP présente une structure en « sugar tongs» qui s’inseére dans un feuillet § du
domaine PBP. Des analyses suggerent un réle de chaperone du domaine nPBP nécessaire au
bon repliement du domaine PBP (Nguyen-Disteche, et al., 1998). Ce domaine pourrait
également étre impliqué dans les interactions de Ftsl avec les autres composants du complexe

de septation, ou dans la synthése du peptidoglycane (Harry, et al., 2006).
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A.3.2.3.  Les PBPs de faible poids moléculaire

Les LMW PBPs interviennent dans la modification du peptidoglycane, et non dans sa
synthese. Elles sont capables d’enlever le résidu p-alanine terminal des chaines latérales de
pentapeptide (activité carboxypeptidase — type 5) ou de cliver le peptide qui lie deux chaines
glucidiques entre elles (activité endopeptidase — type 4). Une autre sous famille dont I’activité
n’est généralement pas déterminée est le type AmpH. De maniere générale, les LMW PBPs
sont impliquées dans la cytokingse, la séparation des deux cellules filles, la maturation du

peptidoglycane ainsi que son recyclage (Sauvage, et al., 2008) (Morlot, et al., 2004).

MI ; SN

Figure 20 : Représentation tridimensionnelle de I’agencement dans la membrane de E.
coli de différentes PBPs
Représentation de 1’agencement dans la membrane des HMW PBPs de class A (class A —
Jaune), des HMW PBPs de classe B (class B — magenta) et d’'une LMW PBP de type 4 (PBP4
de E. coli — activité endopeptidase — orange). L.’ancien peptidoglycane est en bleu tandis que
le nouveau est en vert. ME — membrane externe ; MI — membrane interne. (Sauvage, et al.,

2008)
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A.3.3 Le complexe de synthése du peptidoglycane septal

A.3.3.1.  Dynamique d’assemblage du complexe chez E. coli et B. subtilis

Chez E. coli, I’assemblage de 1’anneau Z précede de 14 a 21 minutes le recrutement des
protéines du complexe de septation (Aarsman, et al., 2005). Ceci suggere l'existence de
facteurs non identifiés régulant la formation du complexe de septation et le processus de
cytokingse.

Les mécanismes d’assemblage des protéines du complexe de septation, révelent de

surprenantes différences entre E. coli et B. subtilis (Figure 21).

Chez E. coli, le recrutement des différents facteurs de septation a 1’anneau septal semble
se faire de maniere séquentielle selon le schéma suivant : [FtsEX = | FtsK = FtsQ - (FtsL /
FtsB) = FtsW - Ftsl = FtsN - AmiC (FtsEX n’est nécessaire qu’en conditions de stress
osmotique; il ne serait ainsi pas directement impliqué dans ce recrutement séquentiel)
(Aarsman, et al., 2005; Chen and Beckwith, 2001; Schmidt, et al., 2004). Cependant, les
protéines FtsQ, FtsL et FtsB semblent s’associer en pré-complexe avant leur recrutement au
septum (Buddelmeijer and Beckwith, 2004; Goehring, et al., 2005; Vicente and Rico, 2006)
(Goehring and Beckwith, 2005; Vicente and Rico, 2006).

Au contraire, chez B. subtilis, les protéines semblent étre recrutées a 1’anneau septal de
maniere plus concertée que séquentielle (Errington, 2001). Ainsi, DivIB (FtsQ), DivIC, FtsL,
PBP-2B et probablement FtsW sont toutes interdépendantes pour leur localisation (Errington,
et al., 2003a); I’absence d’une seule de ces protéines empéche 1’assemblage de toutes les
autres. Ces observations suggerent que ces facteurs s'assemblerait tous en pré-complexe(s)

avant de venir s'ancrer sur I’anneau Z
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Figure 21 : Schéma des conditions de recrutement au septum des protéines du complexe
de division chez E. coli (A) et B. subtilis (B)

(A) Chez E. coli, 1a formation de 1’anneau Z nécessite les protéines septales ZipA ou FtsA
dont l'absence simultanée bloque la division cellulaire. Ensuite, le recrutement des autres
protéines au septum est séquentiel. Il intervient dans 1'ordre indiqué par les fléches noires qui
pointent vers les protéines de plus en plus "tardives". FtsEX (en orange) n’est nécessaire
qu’en conditions de stress osmotique et ne serait, ainsi, pas directement impliqué dans ce
recrutement séquentiel

(B) Chez B. subtilis, la formation de 1’anneau Z nécessite les protéines septales FtsA ou SepF.
Ensuite, le recrutement des autres protéines est moins séquentiel que chez E.coli. Les
protéines sont inter-dépendantes comme réprésenté avec les doubles fleches bleues. DivIB
est, chez B. subtilis, ’homologue de la protéine FtsQ de E. coli. (Harry, et al., 2006).

Les pointillés indiquent que la protéine n’est pas nécessaire au recrutement des facteurs
suivant mais est impliquée dans la formation ou la stabilisation du complexe. La fonction de

I’homologue de FtsW chez B. subtilis n’a pas encore été vérifiée.
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@ Précurseurs de synthése du peplidoglycane

Protéines
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- *FtsZ — homologue structural de la tubuline, composant majeur de
l'anneau Z.
*FtsA — famille de I'actine, recrutement des protéines du complexe
de septation.
«ZapA - stimulation de la polymérisation de FtsZ et des
associations latérales entre les protofilaments de FtsZ.
*ZipA — stablisation de I'anneau Z, ancrage a la membrane (E.
coli).
*EzrA — déstabilisation des polyméres de FisZ, ancrage a la
membrane (B. subtilis).
*ClpX — stimulation de la dépolymérisation de FisZ.

Complexe
de -
septation

*SepF — Stimulation de la polymérisation de FtsZ (B. subtilis).

*FtsEX — famille des ABC transporteurs, stabilisation du complexe
en conditions de stress osmotiques (E. coli).

*FtsK — stabilisation du complexe, ségrégation des chromsomes
(E. coli).

*FtsQ / DivIB - stabilisation du complexe, ségrégation des
chromosomes, synthése du PG septal.

*FtsL/B — stabilisation et controle de 'assemblage du complexe.
*FtsW — famille des protéines SEDS, translocation des précurseurs
de synthése du PG septal.

*Ftsl/PBP3 - HMW PBP de classe B, synthése du PG septal.
*FtsN — posséde un domaine de type PBP, liaison entre le
complexe et le PG (E. coli).

*AmiC - famille des amidase, séparation des deux cellules filles (E.

L coli).

Figure 22 : Présentation d’un schéma du complexe de cytokinése de E. coli (A) et des

différents acteurs de la cytokinése bactérienne de E. coli et B. subtilis (B)

(A) Schéma du complexe de cytokinese de E. coli (Goehring and Beckwith, 2005).

(B) Les différents protéines cytokinétiques chez E. coli et B. subtilis, indiquées entres

parentheéses. Leur fonction connue ou présumée ainsi que leurs particularités (domaine,

famille protéique) sont indiquées. PG : peptidoglycane.
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A.3.3.2.  Le complexe FtsE/FtsX d'E. coli intervient dans la stabilisation du

complexe de cytokinese en conditions de stress osmotique

FtsE/X |— FtsK — FtsQ — FtsL/B — FtsW — Fts| — FtsN — AmiC

L’un des composants septal récemment identifiés chez E. coli est le complexe FtsEX,
prédit comme un transporteur de type ABC, qui interviendrait dans la stabilisation du
septosome en conditions de stress osmotique. Les simples mutants de délétion de ces genes
n'ont pas de défauts morphologiques en conditions optimales de culture; mais ils présentent
un phénotype filamenteux lors d’un stress osmotique (Reddy, 2007; Schmidt, et al., 2004). Le
recrutement de FtsEX au septum est dépendant de la présence des partenaires précoces de
FtsZ, FtsA et ZipA, tandis que les protéines tardives FtsK, FtsQ, FtsL et Ftsl dépendent du
complexe FtsEX (fonctionnel) pour leur localisations en conditions de stress osmotique
(Schmidt, et al., 2004). Une analyse des partenaires de FtsX par double hybride, a montré une
interaction de FtsX avec FtsA et FtsQ (Karimova, et al., 2005).

A.3.3.3. Lerdle de la protéine FtsK dans les processus de cytokinese et de

ségrégation des chromosomes

FtsE/X — FtsK|— FtsQ — FtsL/B — FtsW — Fts| — FtsN — AmiC

FtsK, chez E. coli, est une grosse protéine, de 1329 acides aminés, multi-fonctionnelle, et
essentielle au bon déroulement de la division. Toutefois, son absence peut étre partiellement
compensée par la surexpression de certaines protéines comme FtsQ ou FtsN suggérant que
son réle principal est de stabiliser le complexe de cytokinese (Draper, et al., 1998; Geissler
and Margolin, 2005; Goehring, et al., 2006).

FtsK comprend deux domaines protéiques séparés par un lien flexible non conservé. Le
domaine N-terminal, d’environ 200 acides aminés, contient quatre segments trans-
membranaires essentiels a la localisation de FtsK au niveau du septum, et au recrutement de
toutes les protéines membranaires du complexe de cytokinese. (Begg, et al., 1995; Chen and
Beckwith, 2001; Dorazi and Dewar, 2000; Draper, et al., 1998; Wang and Lutkenhaus, 1998;

Yu, et al., 1998). Le domaine C-terminal, cytoplasmique, est nécessaire a la ségrégation des
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chromosomes fils au cours de la cytokinese (c'est vital pour que les deux cellules filles
recoivent un génotype complet) et semble €tre le moteur de la translocation de I’ADN. 1l est
divis€ en trois sous domaines: a, B, y. Le domaine C terminal est un activateur des
recombinases XerC et XerD qui séparent les chromosomes fils nouvellement répliqués
(Figure 22). FtsK posseéde une activité translocase qui lui permet de migrer le long d’une
molécule d’ADN 2 la vitesse de 7 kb.s™" en utilisant 1’énergie libérée par 1’hydrolyse de I’ATP
(Pease, et al., 2005; Saleh, et al., 1996). La résolution récente de la structure
cristallographique du domaine cytoplasmique de FtsK de P. aeruginosa (Massey, et al., 2006)
a montré qu’elle s’assemble en hexamére formant ainsi un anneau dans lequel peut s’insérer

un fragment d’ADN double brin (Figure 23).

top view * side view * side view
vertical cross section

Figure 23 : Images de la structure cristallographique d’un hexamére de FtsK de P.
aeruginosa
La vue du haut (top view) montre les 6 unités formant I’hexamere. La vue de coté (side view)
montre les acides aminés colorés en rouge avec une intensité proportionnelle a 1'importance
de leur conservation. La coupe sagitale de la vue de coté (side view, vertical cross) montre
bien la conservation des résidus formant le tunnel de I’hexamere dans lequel peut s’insérer un

fragment d’ADN double brin (Bigot, et al., 2007).
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Bien que FtsK soit rapidement recrutée au septum, la résolution des dimeres de
chromosomes ne semble intervenir que tardivement au cours du cycle cellulaire et de maniere
concomitante a la constriction du septum (Steiner and Kuempel, 1998). En fait, ’hexamere de
FtsK ne se formerait qu’au moment de I’invagination du septum du fait de la faible
concentration de FtsK et de sa faible constante d’association (Kennedy, et al., 2008). Ce
modele est soutenu par deux observations ; (i) I'auto-interaction de FtsK n'est pas détectée en
double-hybride (Di Lallo, et al., 2003) et (ii) la formation in vitro de ’hexamere de FtsK
nécessite une concentration élevée de cette protéine, (Massey, et al., 2006). L’augmentation
de la concentration locale de FtsK lors de la constriction du septum permettrait ainsi la
formation d’hexamere de FtsK nécessaire a sa fonction de translocase.

FtsK grice aux fonctions distinctes de ses domaines N- et C-terminaux, participerait au
couplage entre la cytokinese et la résolution puis la ségrégation des chromosomes fils de part
et d’autre du septum (Figure 24) (Aussel, et al., 2002; Recchia, et al., 1999; Yates, et al.,
2003; Yu, et al., 1998)

Une autre protéine, MukB, participe a la ségrégation des chromosomes fils pendant la
cytokingse chez E. coli. La délétion du gene mukB produit des cellules dépourvues d’ ADN.
Elle est 1étale dans une souche mutante ou la protéine FtsK est tronquée de son domaine C-
terminal (Yu, et al., 1998), suggérant une redondance de fonction de MukB et FtsK. MukB
fixe I’ADN sans spécificité de s€quence et est capable de compacter de I’ADN plasmidique in
vitro (Niki, et al., 1992; Niki, et al., 1991; Saleh, et al., 1996; Yamanaka, et al., 1994;
Yamazoe, et al., 1999).

Un homologue de la protéine FtsK a ét€ mis en évidence chez B. subtilis : SpolllE. Il a

été observé que cette protéine est essentielle uniquement lors du processus de sporulation (Wu

and Errington, 1997).
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Figure 24 : Schéma du réle de FtsK lors de la ségrégation des chromosomes au cours de
la septation

Le schéma représente la partie centrale d’une bactérie en division qui va donner naissance a
deux cellules filles, non représentées, a gauche et a droite de la structure qui se referme. Les
larges fleches blanches montrent la succession des étapes. Les divers acteurs sont représentés
avec les couleurs indiquées entre parenthése: le septum (en gris), les hexameres de FtsK (en
jaune), la topoisomérase IV (en bleu), le complexe de recombinaison XerCD/dif (en vert,
orange, noir et blanc) et certaines séquences d'ADN appelées "KOPS" (demi fléches rouges)
nécessaires a la résolution des dimeres de chromosomes. FtsK se lie a I’ADN (long filaments
gris) en reconnaissant les séquences KOPS et chemine jusqu’aux complexes XerCD/dif. Ceci
permet de déplacer un des deux chromosomes d’un coté du septum et la déconcaténation par
la topoisomerase IV. FtsK atteint les complexes XerCD/dif et induit la recombinaison de
I’ADN. Les dimeres de chromosomes sont résolus et FtsK fini de ségréger les chromosomes

permettant ainsi la fermeture du septum sans endommager I’ADN (Bigot, et al., 2007).
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A.3.3.4. La protéine FtsQ, un acteur central du complexe de cytokinese

FtsE/X — FtsK — | FtsQ |— FtsL/B = FtsW —> Fts| — FtsN — AmiC

Chez E. coli, FtsQ (protéine DivIB chez B. subtilis) est une protéine de 276 acides aminés
peu abondante (entre 25 et 50 copies par cellules) (Carson, et al., 1991) qui joue un rdle
central dans la formation du septosome. C’est une protéine bitopique (Robinson, et al., 1984)
consistant en une courte extension N-terminale cytoplasmique d’une vingtaine d’acides
aminés, un segment transmembranaire et un large domaine C-terminal périplasmique de plus
de deux cents acides aminés (Carson, et al., 1991; Guzman, et al., 1997). Les domaines
membranaire et périplasmique jouent un réle important dans la localisation de la protéine au
septum (Chen, et al., 1999; Guzman, et al., 1997; Katis and Wake, 1999; Wadsworth, et al.,
2008).

c -
e ¥
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E. coli FtsQ 58-259 Y.enterocolitica FtsQ 55-258

Figure 25 : Représentation tridimensionnelle de la partie périplasmique de FtsQ de E.
coli (résidus 58-259) et Yersina enterocolitica (résidus 55- 258)

(van den Ent, et al., 2008)
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La structure cristallographique du domaine périplasmique de E. coli (Figure 25) (van den
Ent, et al., 2008) révele deux domaines principaux. Le premier, localisé a proximité de la
membrane, nommé o, posseéde une structure similaire aux domaines de type POTRA
(« POlypeptide TRansport Associated »). Il pourrait intervenir dans une fonction de
chaperone, et serait nécessaire au recrutement de FtsQ au septum. Le deuxiéme domaine
présente une structure courbée et ne possede pas d’homologie avec des domaines connus. Il
pourrait participer au recrutement des partenaires de FtsQ: FtsW, Ftsl, FtsL./B, FtsN. Certains
auteurs considerent que ce domaine est divisé en deux domaines nommeés et y. Le domaine y

serait tres petit et non présent chez toutes les bactéries (Robson and King, 2006).

Bien que FtsQ ait été découverte il y a plus de 25 ans, son réle dans la cytokinese est mal
compris. Des tests double-hybride indiquent que FtsQ interagit avec de nombreuses protéines
cytokinétiques: FtsA, FtsK, FtsX, FtsL, FtsB, FtsW, Ftsl et FtsN (D'Ulisse, et al., 2007; Di
Lallo, et al., 2003; Karimova, et al., 2005). Les interactions de FtsQ avec FtsL et FtsB ont été
confirmées par co-immunoprécipitation (Buddelmeijer and Beckwith, 2004). Les protéines
FtsA et FtsK interagissent avec la partie cytoplasmique de FtsQ; tandis que FtsL, FtsI et FtsN
interagissent avec le domaine périplasmique et/ou le fragment transmembranaire de FtsQ. Ces
données suggerent que FtsQ fait le lien entre les composants cytoplasmiques et
périplasmiques du complexe cytokinétique et qu’elle participerait a la synthése du

peptidoglycane (Piette, et al., 2004).

L’implication de FtsQ dans la synthése du peptidoglycane est suggérée par plusieurs
observations : (i) cette protéine est bien plus abondante chez B. subtilis (protéine DivIVB) qui
posséde un gros peptidoglycane (une caractéristique habituelle des bactéries Gram positives,
I.LA.3.1) que chez E. coli (Gram négatives, peptidoglycane fin) (Rowland, et al., 1997) (Katis
and Wake, 1999) ; (ii) par ailleurs, FtsQ n’est pas nécessaire chez une souche de E. coli
dépourvue de paroi cellulaire (Siddiqui, et al., 2006) ; (iii) enfin, une étude récente a montré
que l’absence de la protéine DivIB chez S. pneumoniae augmentait spécifiquement la
sensibilité de cette souche résistante aux antibiotiques de type B-lactamase qui sont des

molécules inhibant la synthese du peptidoglycane (Le Gouellec, et al., 2008).
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FtsQ pourrait participer a la stabilisation de la protéine FtsL, qui est rapidement dégradée
dans un mutant thermosensible de FtsQ. En outre, la surproduction de FtsL permet de
compenser 1'absence de FtsQ (Daniel and Errington, 2000).

Enfin, il a ét€¢ montré que FtsQ intervient dans la ségrégation des chromosomes. Ces
résultats montre l'importance de FtsQ dans le processus de division cellulaire (Real, et al.,

2005), c'est pourquoi nous 1'avons étudié en détail chez notre cyanobactérie modele

A.3.3.5. Le complexe FtsL/FtsB controle 1’assemblage du complexe de

cytokingse

FtsE/X — FtsK — FtsQ — FtsL/B — FtsW — Fts| — FtsN — AmiC

La protéine FtsL de E. coli est une petite protéine (121 aa) bitopique (comme FtsQ) dont
la séquence primaire est mal conservée (Guzman, et al., 1992; Ueki, et al., 1992). Cette
protéine posséde, dans son domaine C-terminal périplasmique, un motif de type « coil-
coiled » (Guzman, et al., 1992), qui sont connus pour participer aux interactions protéines-
protéines (Lupas, 1996).

La protéine FtsB de E. coli (DivIC chez B. subtilis) est également une petite protéine
(103 aa) bitopique. Comme FtsL(Daniel, et al., 1998), FtsB est essentielle a la survie de E.
coli et B. subtilis (Buddelmeijer, et al., 2002; Levin and Losick, 1994).

FtsL et FtsB localisent au septum de maniere co-dépendante (Buddelmeijer, et al., 2002;
Ghigo and Beckwith, 2000; Katis, et al., 1997; Sievers and Errington, 2000a; Sievers and
Errington, 2000b). Par ailleurs, des études récentes ont montré que chez E. coli, FtsQ, FtsL et
FtsB formeraient un hétérotrimere avant leurs localisations a 1’anneau septal (Aarsman, et al.,
2005; Buddelmeijer and Beckwith, 2004). Il est envisagé que cela soit également le cas chez

B. subtilis.

FtsL semble jouer un réle important dans le contréle de la division cellulaire (Robson, et
al., 2002). En effet, lorsque FtsL disparait, la cytokinese est rapidement arrétée (Daniel, et al.,
1998). Ainsi, du fait de son instabilité et de son important recyclage, elle peut étre rapidement
dégradée afin de stopper la division cellulaire (Buddelmeijer, et al., 2002). FtsL intervient

dans le couplage réplcation de I'ADN avec la division cellulaire. Quand la réplication de
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I’ ADN s'arrete, la transcription de ftsL diminue, la quantité de FtsL baisse entrainant ainsi un
arret de la cytokinese (Goranov, et al., 2005). FtsB aurait, elle, un réle de stabilisation de FtsL
(Buddelmeijer, et al., 2002).

A.3.3.6. La protéine FtsW, la probable translocase des précurseurs de la synthese

du peptidoglycane

FtsE/X — FtsK — FtsQ — FtsL/B —|FtsW|— Fts| — FtsN — AmiC

FtsW appartient a la famille des protéines SEDS (« Shape, Elongation, Division and
Sporulation ») (Henriques, et al., 1998; Ikeda, et al., 1989), qui possedent 10 domaines
transmembranaires. Ces protéines interagissent généralement avec une HMW PBP de classe
B spécifique. De plus, chez E. coli, le géne ftsW est situé dans le méme opéron que fis/
(codant pour la protéine PBP3) (Boyle, et al., 1997; Ishino, et al., 1989) et le géne mrdB
(codant pour la protéine de type SEDS RodA —I.A.3.5.1) est adjacent au géne mrdA (codant
pour la protéine PBP2) (Tamaki, et al., 1980). Dans les deux cas (ftsW-ftsI ou mrdB-mrdA),
I’inactivation du geéne codant pour la protéine de type SEDS ou du géne codant pour la PBP
qui lui est associée conduit a un phénotype similaire. Par ailleurs, parmi les génomes
bactériens séquencés, il existe une corrélation parfaite de présence / absence des genes ftsW-

ftsI ou mrdB-mrdA (Margolin, 2000).

La fonction la plus vraisemblable pour les protéines de type SEDS est 1’adressage et le
contréle de la localisation de leur PBP partenaire (Mercer and Weiss, 2002). 1l est également
suspecté que FtsW soit responsable de la translocation au travers de la membrane des
précurseurs lipidiques nécessaires a la syntheése du peptidoglycane (Holtje, 1998). Un tel réle
est en adéquation avec la structure multimembranaire de ces protéines (Figure 26). Des
auteurs ont également postulé que cette fonction de translocation puisse €tre assuré par un
multimere de protéines membranaires, non encore identifiées, dans lequel FtsW pourrait étre

impliquée (den Blaauwen, et al., 2008).
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Figure 26 : Schéma de la topologie membranaire de la protéine FtsW de S. pneumoniae.
Les résidus conservés au cours de I’évolution sont indiqués par des ronds noirs. EXT : milieu

externe, CYT : cytoplasme, TM : segment transmembranaire. (Gerard, et al., 2002).

A.3.3.7. La protéine FtsN, un lien entre le complexe de cytokinese et le

peptidoglycane

FtsE/X — FtsK — FtsQ — FtsL/B — FtsW — Fts| —|FtsN|— AmiC

Le géne ftsN a été isolé lors d’une recherche de suppresseurs multicopies d’une mutation
thermosensible du geéne ftsA (Dai, et al., 1993). De mani€re surprenante, la sur-expression de
FtsN est également capable de complémenter a divers degrés les mutations thermosensibles
de ftsl, ftsQ et ftsK (Dai, et al., 1993). Comme FtsQ, FtsL et FtsB, FtsN est une protéine
bitopique possédant un large domaine C-terminal périplasmique. Le fragment
transmembranaire est échangeable avec celui d'une autre protéine membranaire et n’a, par
conséquent, qu’un réle de localisation a la membrane. La fonction de FtsN serait donc

essentiellement portée par son domaine C-terminal (Dai, et al., 1996). Le domaine C-terminal
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de FtsN présente de faibles similitudes de structure avec les domaines de liaison au
peptidoglycane susceptible d’indiquer que cette protéine fonctionne comme un « pont » entre
le divisome et le peptidoglycane (Yang, et al., 2004). FtsN, en coopération avec FtsK, pourrait
également étre impliquée dans la stabilisation du complexe de ctyokinese (Goehring, et al.,
2006).

FtsN semble conservée seulement chez les bactéries entériques et les especes de type

Haemophilus (Errington, et al., 2003a).

A.3.4 La fermeture du septum

Chez les bactéries Gram positives, le septum est formé puis ensuite clivé ; tandis que
chez les bactéries gram négatives, le clivage du septum est concomitant a la cytokinese

(Figure 27) (Vollmer, et al., 2008).

Eschericia coli Bacillus subtilis

(e’e) (@@
(e e (@]l®)
(e0) (@) (@0 (®®

—— Membrane externe == Peptidoglycane @ Nucléoide
- Membrane interne === Zone de synthése du peptidoglycane

Figure 27 : Schéma du processus de constriction et de séparation des deux cellules filles
chez E. coli et B. subtilis
(Goehring and Beckwith, 2005)
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Les hydrolases muréines sont impliquées dans de nombreux processus biologiques et sont
notamment suspectées, depuis longtemps, détre requises pour la séparation des deux cellules
filles. Elles constituent un ensemble d’enzymes qui s’attaquent a différents types de liaisons
du peptidoglycane.

Chez E. coli, il existe 18 hydrolases putatives du peptidoglycane, et il est difficile de
mettre leur réle en évidence car les mutants de ces enzymes redondantes présentent
généralement un phénotype sauvage. Cependant la construction de mutants délétés pour de
multiples geénes (jusqu’a 9 geénes dé€létés simultanément) a apporté la preuve de leur
participation dans la division cellulaire (Heidrich, et al., 2002). La séparation des cellules
filles est retardée dans ces mutants et provoque la formation de chaines de cellules.

Deux amidases, AmiA et AmiC, sont particuli¢rement importantes pour ce processus
chez E. coli (Heidrich, et al., 2001). AmiA est distribué uniformément dans le périplasme,
tandis que AmiC se localise a I’anneau septal durant la division (Bernhardt and de Boer,
2003), et dépend pour se faire de la protéine FtsN, ce qui en fait la derni¢re protéine connue a
étre recrutée au septum. Plus récemment, une deuxiéme hydrolase du peptidoglycane, EnvC,
qui se localise au septum a été mise en évidence chez E. coli. Les conditions de son
recrutement ainsi que ces partenaires protéiques ne sont actuellement pas connus.

D’autres travaux ont montré I’importance des protéines LytE / CwIC, LytB et Atl lors de
la séparation des cellules filles chez B. subtilis, S. pneumoniae et S. aureus, respectivement
(Vollmer, et al., 2008).

Derni¢rement, Layec et ses collaborateurs ont montré que chaque groupe bactérien parmi
les firmicutes (phylum des bactéries gram positives regroupant entre autres les classes
clostridia, bacilli et mollicutes) semblait posséder une enzyme spécifique pour I’hydrolyse du
peptidoglycane et la séparation des deux cellules filles. Cette spécificité serait di a la grande
diversité du peptidoglycane rencontré chez ces organismes (tailles des brins de glycanes,
diversité dans la composition des peptides latéraux et dans le degré de réticulation) (Layec, et

al., 2008). Il est donc envisageable que ceci soit le cas pour bon nombre de bactéries.

Pour finir, il semble qu'une forme spéciale de synthése du peptidoglycane existe afin
d’insérer un petit disque de peptidoglycane au centre du septum. En effet, 1’isolation de
certains mutants stoppés dans leur division cellulaire mais dont la membrane est déja
fortement invaginée montrent qu’il existe une derniere étape dans le processus de cytokinese
apres 1’invagination de la membrane (Errington, et al., 2003a). Les protéines impliquées dans

cette synthése ne sont pas connues.
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A.3.5 Le complexe d’élongation et de synthése du peptidoglycane

périphérique

Une cellule qui se divise doit tout d’abord augmenter son volume intracellulaire.
Différentes études ont mis en évidence I’existence d’un complexe multiprotéique, le
complexe d’élongation, assurant la synthése du peptidoglycane périphérique tout le long du

cylindre cellulaire.

Les études chez E. coli et B. subtilis ont permis de mettre en évidence de nombreux
genes, appelés morphogenes, dont I’absence rend les cellules sphériques (mreB, mreC, mreD,
rodA et pbpB) (Pichoff and Lutkenhaus, 2007b). Ainsi on imagine que la forme sphérique est
une forme "par défaut" et on peut-étre tenté de généraliser cette interprétation aux bactéries
qui sont naturellement sphériques. C'est une des questions qui nous on conduit a analyser la
morphogénése et la cytokineése d'une cyanobactérie (microoganisme a fort impact sur
l'environnement) sphérique, Synechocystis PCC6803 (I.B) qui sert par ailleurs de modele
pour 1'étude du métabolisme photosynthétique.

Les geénes mreB, mreC, mreD, rodA et pbpB sont directement impliqués dans la synthése
du peptidoglycane périphérique chez ces deux organismes. De nombreuses bactéries
sphériques, comme Neisseria gonorrhoeae et Staphylococcus aureus, ne possédent pas
d’homologue de ces protéines et par conséquent de complexe d’élongation assurant la
synthése du peptidoglycane périphérique. Chez ces bactéries, I’insertion du peptidoglycane
néosynthétisé semble se faire via le complexe de division (Pinho and Errington, 2005). Ce
processus permettant le grossissement des cellules avant ou pendant la division ainsi que les
protéines impliquées dans cette synthése demeurent globalement incompris.

Morlot et collaborateurs ont montré chez que chez Streptococcus pneumoniae (ovoide),
cette syntheése de peptidoglycane est assuré par deux PBPs (une de classe A et une de classe
B). La syntheése semble se faire tout d’abord a proximité du septum puis en s’éloignant au fur

et a mesure de la progression du site de division (Figure 28) (Morlot, et al., 2003).
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Figure 28 : Schéma des différents lieus de synthése du peptidoglycane chez E. coli, B.
subtilis, S. pneumoniae et S. aureus.
Dans des organismes cylindriques tels que E. coli ou B. subtilis, deux modes de syntheése du
peptidoglycane coexiste. Un, selon une structure hélicoidale (en orange) permettant
I’élongation cellulaire ; I’autre au milieu de la cellule permettant la formation du septum (en
vert). S. pneumoniae s’allonge, elle, par ’insertion de peptidoglycane au niveau des
« anneaux équatoriaux » (en rouge). S. aureus ne semble pas posséder de complexe
d’élongation et le nouveau peptidoglycane est inséré uniquement au site de division selon un

processus qui reste incompris. (Scheffers and Pinho, 2005).

A.3.5.1.  Role des protéines RodA et PBP2

Comme décrit dans la section 1.A.3.2.2, il existe chez E. coli et de nombreux autres
organismes, une HMW PBP de classe B spécifiquement dédiée a la syntheése du
peptidoglycane périphérique. Ainsi l'inactivation du géne mrdA (codant pour PBP2) rend E.
coli sphérique.

Le géne rodA dont I'inactivation rend €galement E. coli sphérique, code, lui, pour une
protéine membranaire (figure 29) de la famille SEDS qui semble étre 1’homologue

fonctionnel de la protéine FtsW (1.A.3.3.6).
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A.3.5.2.  Role des protéines du groupe Mre

MreB est une protéine cytosolique, homologue a 1’actine des eucaryotes, capable de
s’assembler sous forme de céable hélicoidaux qui sont au contact de la membrane plasmique
(Carballido-Lopez and Errington, 2003; Jones, et al., 2001; Kim, et al., 2006). MreC forme
une structure similaire mais dans ’espace périplasmique. Enfin, MreD est une protéine
membranaire qui semble relier MreB et MreC comme le montrent des analyses de co-
immunoprécipitation et de double hybride (YTH) (Kruse, et al., 2005).

Comme mentioné précédemment, les protéines Mre jouent un réle majeur dans I’insertion
du peptidoglycane. En effet, Il semble que le complexe des protéines Mre dirige la
localisation de RodA et PBP2 le long et du cylindre (Figure 29) (Pichoff and Lutkenhaus,
2007b). Ainsi, durant I’élongation cellulaire, I’insertion du peptidoglycane néosynthétisé se
fait de maniere hélicoidale tout le long du cylindre cellulaire (figure 28) chez E. coli comme

chez B. subtilis (Daniel and Errington, 2003; Tiyanont, et al., 2006).

Certaines bactéries cylindriques, comme Corynebacterium diphteriae et Streptomyces
coelicolor, ne possedent pas de protéines de type Mre. Chez S. coelicolor, la synthése du
peptidoglycane a lieu aux poles de la cellules selon un processus impliquant la protéine
DivIVA (Flardh, 2003), qui pourrait participer a la formation du cytosquelette chez cet
organisme. Chez C. diphteriae, 1la synthése du peptidoglycane a lieu a la fois aux poéles et au
septum. Il est proposé que la machinerie de synthése du peptidoglycane soit recrutée durant la
septation et que son activité perdure ensuite au niveau des pdles nouvellement formés

assurant ainsi la croissance de la bactérie (Daniel and Errington, 2003).
Les bactéries sphériques ne posseédent généralement pas de protéines homologue aux

protéines "Mre" soulignant leur réle dans la morphologénése des bactéries cylindriques

(Daniel and Errington, 2003).
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Figure 29 : Représentation schématique du complexe d’élongation
La figure propose un modele du complexe d’€longation assurant la synthése du
peptidoglycane périphérique chez E. coli. Les protéines MreB et MreC forment des structures
en hélices respectivement sous la membrane plasmique et dans 1’espace périplasmique. Les
structures formées par MreB et MreC sont reliées entre elles par MreD. Le complexe
MreBCD permet la localisation des protéines RodA (r6le de translocation des précurseurs du
peptidoglycane du cytoplasme vers le périplasme) et PBP2 (HMW PBP de classe B) le long

du cylindre bactérien.
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A.3.5.3. Rodle de FtsZ

Des données récentes montrent que FtsZ interviendrait dans 1’élongation et la
maintenance de la forme de la paroi cellulaire (peptidoglycane). Ces résultats suggerent que
FtsZ pourrait diriger une synthése de peptidoglycane indépendamment de facteurs
cytokinétiques (comme FtsA ou Ftsl) (de Pedro, et al., 1997). Par ailleurs, il a été montré que
des souches d’E. coli mutées pour certaines PBPs et dont la formation de I’anneau Z était
inhibé, présentaient des aberrations morphologiques autres que la filamentation (morphologie
en spirale). Ces résulats démontrent que dans certaines conditions, 1’arrét de la formation de
I’anneau Z, ne conduit pas seulement a des défauts de division cellulaire mais également a des
défauts morphologiques caractéristiques d’une croissance cellulaire défectueuse (Varma and
Young, 2004).

Par la suite, les auteurs ont montré que si MreB dirige I’insertion de peptidoglycane de
maniere hélicoidale tout le long du cylindre ; cette insertion est également dépendante de FtsZ
(Varma, et al., 2007; Varma and Young, 2004). Ainsi, quand la capacité de FtsZ a former un
anneau est réduite, I’incorporation de nouveau peptidoglycane a lieu essentiellement au milieu
de la cellule et trés peu au niveau des poles. Ces résultats démontrent le réle de FtsZ dans la
conduite de la synthése du peptidoglycane durant I’élongation. En 2009, Vats et
collaborateurs ont confirmé cette hypothése en montrant que les protéines Mre nécessitent la
présence de FtsZ pour leurs localisations (Vats, et al., 2009). Les mécanismes responsables de
cette dépendance demeurent, pour le moment, inconnus.

Dernierement, il a ét€ montré que FtsZ formait des structures hélicoidales dans le
cytoplasme de cellules de souche sauvage de E. coli et B. subtilis, dans les conditions standard
de croissance (Peters, et al., 2007; Thanedar and Margolin, 2004). A ce jour, il n’est pas
démontré que ces structures sont responsables du rdle de FtsZ dans la conduite de la synthese

du peptidoglycane périphérique.
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B. La division cellulaire chez les cyanobactéries

Malgré leur fort impact sur la biosphere, leur intérét biotechnologique et le fait que des
mutants présentant des défauts de cytokinese ait été isolés il y a plus de 30 ans (Ingram and
Fisher, 1973; Ingram, et al., 1975; Ingram and Van Baalen, 1970; Ingram, et al., 1972) ; on

connait mal la division cellulaire chez les cyanobactéries.

B.1. Les cyanobactéries: des organismes importants pour la

biospheére et la biodiversité

Les cyanobactéries sont des procaryotes qui effectuent la photosynthése oxygénique ;
c’est-a-dire qu'elles utilisent la lumiere comme source d'é€nergie pour casser la molécule d'eau.
Cette réaction produit 1'énergie (ATP) et le pouvoir réducteur (NAD(P)H) nécessaires,
notamment, a l'assimilation des nutriments inorganiques (C, N, S, etc.), ainsi que de I'oxygene
(O,), un "déchet" de la réaction pour les organismes photosynthétiques mais une molécule
vitale a la respiration. Apparues il y a environ 2,5-3,5 milliards d’années (Awramik, 1992),
les cyanobactéries auraient faconné notre planéte en produisant son atmosphére oxygénique
(Des Marais, 1991). Elles auraient également donné naissance au chloroplaste (I'organite ou
s'effectuent la photosynthése) des eucaryotes, suite a l'endosymbiose d'une cyanobactérie
ancestrale par un proto-eucaryote (Gray, 1993).

De nos jours, les cyanobactéries demeurent les organismes photosynthétiques les plus
abondants de la Planete (Figure 30). Elles assurent 30 a 40% de la production d’O, et de la
consommation de CO, par les océans (Partensky, et al., 1999). Elles produisent une grande
partie de la biomasse de la chaine alimentaire, et représentent ainsi la premicre barricre
biologique contre l'entrée des toxiques dans cette chaine. Les cyanobactéries représentent
également une grande source de biodiversité, que 1'on commence seulement a appréhender
grace au séquencage récent de 55 génomes complets de cyanobactéries (CyanoBase

N

http://genome.kazusa.or.jp/cvanobase) dont la taille varie de 2400 a 13000 kb. Leur

pourcentage en GC (32 a 71 %) couvre l'éventail des valeurs rencontrées dans le monde
bactérien. Il existe au moins 2000 especes de cyanobactéries, réparties dans 5 sections, les

Chrococcales, les Pleurocapsales, les Chamaesiphonales, les Stigonématales et les Nostocales
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(Figure 31) contenant plus de 150 genres (Svrcek and Smith, 2004; Worl-Health-
Organisation, 1999), qui ont colonisé la plupart des biotopes de la planéte: les eaux (douces,
saumatres et marines; a diverses températures 1-70°C et pH 6,5-11-12), et les sols (méme
désertiques). Les cyanobactéries posseédent des métabolismes variés qui ont un vrai potentiel
biotechnologique: production de molécules thérapeutiques (anti-oxydantes, anticancéreuses)

(Williams, 2009) (http://www.spirulina.com/SPBenefits.html), de bio-énergie (bio-diesel, bio-

hydrogeéne) (Ananyev, et al., 2008; Tamagnini, et al., 2007) et de bio-plastics (Abed, et al.,
2009), sans utiliser les terres arables, au contraire de I'agriculture (Dismukes, et al., 2008).
Certaines cyanobactéries des genres Anabaena, Aphazinomenon, Cylindrospermopsis,
Microcystis, Nodularia, Oscillatoria, Planktothrix (Feuillade, 1992) produisent des toxines

(cyanotoxines).
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Figure 30 : Images satellites montrant la distribution globale du phytoplancton
(cyanobactéries et algues).

(Courtesy of William Dewar, Florida State University)

Toutes les cyanobactéries sont photoautotrophes, mais certaines espeéces, comme
Synechocystis sp. PCC6803 (notre modele d’étude, que j'appellerai par la suite Synechocystis)
sont hétérotrophes facultatives et peuvent, ainsi, pousser en absence de photosynthese, si le
milieu contient un substrat carboné (le glucose dans le cas de Synechocystis) (Rippka, et al.,
1979). Cette propriété a permis l'isolement et l'analyse de mutants déficients dans la
photosynthése qui ont permis la caractérisation détaillée des composants de 1’appareil

photosynthétique (Barber, 2008).
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Les cyanobactéries sont également capables d’utiliser diverses sources d’azote telles
I’ammonium, le nitrate, le nitrite et I’urée (Flores and Herrero, 2005; Valladares, et al., 2002).
Certaines sont également capables de fixer 1’azote atmosphérique (Anabaena PCC7120) en
différenciant des cellules spécialisées qu'on appelle hétérocystes (Zhang, et al., 2006; Zhang,

et al., 2007).

B.1.1  Diversité morphologique des cyanobactéries

Les cyanobactéries peuvent étre unicellulaires, sphériques comme Synechocystis sp.
PCC6803 ou cylindriques comme Synechococcus sp. PCC7942 ; deux cyanobactéries
modeles dont 1'étude de la division cellulaire a été entreprise récemment (Koksharova and
Wolk, 2002; Mazouni, et al., 2004; Miyagishima, et al., 2005). Elles peuvent également €tre
pluricellulaires (figure 2), organisées en filaments linéaires comme Nostoc sp. PCC7120 et
Spirulina sp. ou ramifi€és comme Fischerella sp. Certaines espéces sont capables de
différencier des cellules spécialisées (hormogonies, hétérocystes, akinétes) en réponse aux

changements des conditions environnementales.
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Figure 31 : Photos de différentes espéces cyanobactériennes
(DOE institute)
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Pour des raisons historiques, la division cellulaire a été essentiellement étudiée chez
les deux bactéries hétérotrophes modeles, E. coli et B. subtilis, qui posseédent une morphologie
cylindrique. Leurs cellules possédent un seul plan cytokinétique médian qui accueille le futur
septum. De ce fait, la cytokinese des cellules sphériques, qui possedent une infinité de plans
médians, est largement méconnue. Les cyanobactéries, qui possedent des especes cylindriques
et sphériques, dans un contexte génétique et physiologique relativement homogeéne (ce sont
tous des organismes photoautotrophiques), sont particulierement intéressantes pour l'analyse

comparative de la morphogénese et la cytokinese des cellules sphériques et cylindriques.

Les cyanobactéries sont également un modele intéressant pour mieux comprendre la
division du chloroplaste qui a une morphologie sphérique et dérive d'une cyanobactérie

ancestrale (qui pourrait avoir été de morphologie sphérique).

B.2. La division cellulaire chez la cyanobactérie modele

Synechocystis PCC6803

Synechocystis est une cyanobactérie unicellulaire (Rippka, et al., 1979), ce qui facilite
l'isolement de mutants déficients. Elle est capable de vivre dans diverses eaux, douces et
marines (Richardson, et al., 1983), méme a des pH fortement basiques (Summerfield and
Sherman, 2008). En laboratoire, on peut cultiver Synechocystis en milieu contenant un sucre
(Rippka, et al., 1979) ; ce qui permet la sélection et I'analyse de mutants déficients dans la
photosyntheése. D’un diamétre cellulaire compris entre 1 a 2 um, Synechocystis posséde une
double membrane et un périplasme (Figure 32). Elle posseéde, en outre, des invaginations
membranaires, les thylakoides, si¢ges de la photosynthese, et aussi de la respiration, qui a lieu

également dans la membrane cytoplasmique (Cooley and Vermaas, 2001).
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Figure 32 : Coupe d’une cellule de Synechocystis PCC6803 observée en microscopie
électronique.
(Shinodou Okamato — http://cyano.genome.]jp)

Son chromosome circulaire, 3,57 Mb, est de taille comparable a celui d'E. coli et de B.
subtilis. 11 a été séquencé enticrement (Kaneko, et al., 1996) avant celui d'E. coli (Blattner, et
al., 1997). Le chromosome de Synechocystis est « polyploide »; il est présent a raison d'une
dizaine de copies par cellule pendant la phase exponentielle de croissance (deux fois moins
dans la phase stationnaire), et il semble que toutes les copies soient exprimées (Labarre, et al.,
1989). Toutes fonctions cellulaires confondues, Synechocystis partage de nombreux genes
avec les plantes soit environ 600 génes (Martin, et al., 2002), dont 160 de fonction inconnue.

Le génome de Synechocystis est facilement manipulable par transformation naturelle
(Grigorieva and Shestakov, 1982), qui permet d'inactiver des génes de facon ciblée, suite a un
double événement de recombinaison génique (conversion génique ou double "crossing-over")
(Labarre, et al., 1989) (Math et Meth + figure). On peut également utiliser les plasmides
réplicatifs développés au laboratoire (Mermet-Bouvier, et al., 1993) pour manipuler les genes
(Mermet-Bouvier and Chauvat, 1994) méme essentiels a la viabilité cellulaire (Poncelet, et
al., 1998) ; analyser des promoteurs (Marraccini, et al., 1993; Mazouni, et al., 1998);
surproduire des protéines de facon conditionnelles, ou analyser leur localisation subcellulaire
(Mazouni, et al., 2004).

Synechocystis se divise par fission binaire symétrique, en alternant de facon orthogonale
ses plans de division successifs (Mazouni, et al., 2004), comme les bactéries hétérotrophes S.

aureus (Tzagoloff and Novick, 1977) et N. gonorrhoeae (Westling-Haggstrom, et al., 1977).
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B.3. La machinerie cytokinétique des cyanobactéries

B.3.1 La protéine FtsZ

Toutes les cyanobactéries dont le génome a été séquencé posséde un géne codant pour la
protéine FtsZ (Holtzendorff, et al., 2002; Mazouni, et al., 2004; Miyagishima, et al., 2005;
Zhang, et al., 1995), qui est au coeur de la machinerie cytokinétique bactérienne (A.2) et
chloroplastique (Osteryoung and Vierling, 1995). Au laboratoire, il a ét€ montré que FtsZ est
essentielle a la viabilité et a la morphologie de Synechocystis ; et que la protéine fusionnée a
la GFP est capable de polymériser en anneau au milieu de la cellule, et sous forme de longs
polymeres in vitro (Mazouni, et al., 2004). Chez la cyanobactérie filamenteuse Anabaena
PCC7120 (Sakr, et al., 2006a) et la cyanobactérie cylindrique Synechococcus elongatus
PCC7942 (Miyagishima, et al., 2005), FtsZ forme également un anneau septal au milieu des
cellules, confirmant ainsi les résultats obtenus chez Synechocystis. Par ailleurs, Sakr et
collaborateurs ont montré que 1’inhibition de la division cellulaire empéche la différentiation
des cellules en hétérocystes chez Anabaena PCC7120 (Sakr, et al., 2006a), indiquant que
certaines protéines impliquées dans la cytokinése ne sont pas restreintes a ce processus mais

jouent également un réle dans le processus de différentiation cellulaire.

Chez Arabidopsis thaliana, deux geénes paralogues de ftsZ, résultant probablement d’une
duplication, sont présents et chacun est essentiel pour la division du chloroplaste (Osteryoung
and Vierling, 1995). Ces deux protéines FtsZ (FtsZ-1 et FtsZ-2) forment une structure
annulaire au milieu du chloroplaste. Le réle exact de chacune des deux protéines demeure

incompris.

B.3.2  La protéine ZipN., un partenaire essentiel de FtsZ

ZipN (pour « Z-ring interacting protein N » - géne ftn2) est une protéine membranaire,
spécifique des cyanobactéries et des plantes, de 79 kDa possédant une large extension
cytoplasmique N-terminale et un domaine C-terminal périplasmique (Vitha, et al., 2003).
Chez Synechocystis, le géne est essentiel a la viabilité cellulaire et le mutant déplété présente

une morphologie aberrante en spirale (Mazouni, et al., 2004), indiquant que la protéine est
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impliquée dans la morphogénese et la cytokinese. En revanche, chez Synechococcus
elongatus PCC7942, une cyanobactérie cylindrique, le géne fin2 n’est pas essentiel et le
mutant inactivé présente une phénotype filamenteux (Koksharova and Wolk, 2002). Chez
Anabaena PCC7120 (Koksharova and Wolk, 2002) (cyanobactérie filamenteuse),
I’inactivation du geéne (essentiel) conduit a des problémes de morphologie, de division
cellulaire (augmentation de la longueur et du diamétre des cellules) mais également des
problemes de différentiation des cellules en hétérocystes confirmant, ainsi, les résultats
obtenus par Sakr et collaborateurs.

Ces données montrent bien la différence entre les morphologies cylindriques et

sphériques ; et I’importance de 1'analyse de la division cellulaire chez ces dernieres également.

ZipN se localise a I’anneau septal et interagit physiquement avec FtsZ (Mazouni, et al.,
2004). La partie cytoplasmique de la protéine contient un domaine Dnal, généralement
associé aux protéines de type chaperone, nécessaire a la localisation septale de ZipN et a son
interaction avec FtsZ (Mazouni, et al., 2004). L'ensemble de ces résultats suggeérent que, au
moins chez Synechocystis, ZipN intervient dans la structuration des filaments de FtsZ en un
anneau au milieu de la cellule, plutét qu'en une spirale (Mazouni, et al., 2004). Ainsi, ZipN
ressemblerait a la protéine ZipA d’E. coli (A.2.3.1) (absente chez les cyanobactéries et le
chloroplaste) dont 1’'un des réles est d’influer sur I’orientation des protofilaments de FtsZ pour
former un anneau. De plus, le fait que ZipN soit une protéine membranaire interagissant avec
FtsZ suggere qu’elle pourrait participer a I’ancrage de I’anneau Z a la membrane.

Au cours de ma these, j’ai montré que la protéine ZipN est au coeur du complexe de
cytokinese de Synechocystis. En effet, celle-ci fait le lien entre les protéines cytoplasmiques

(FtsZ, SepF, Ftn6) et les protéines membranaires (FtsQ, Ftsl, FtsW) du complexe de division.

L’homologue de ZipN chez les plantes, la protéine Arc6, présente également une
localisation en anneau au milieu des chloroplastes. Elle est essentielle a la morphogénese et a
I’assemblage de I’anneau Z du chloroplaste (Vitha, et al., 2003). Arc6 n’interagit qu’avec la
protéine FtsZ-1 (Maple, et al., 2005). Les auteurs ont également montré que le domaine C-
terminal de la protéine FtsZ-1 (chloroplaste) est nécessaire a l’interaction avec Arc6. Ce
domaine de FtsZ est trés bien conservé dans l’ensemble des bactéries (cyanobactéries
comprises) et il est impliqué dans de nombreuses interactions (FtsA, SepF, ZapA — A.2). Il est
donc probable que ZipN interagit également avec la partie C-terminale de FtsZ chez les

cyanobactéries.
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En 2008, Glynn et collaborateurs ont montré que Arc6 coordonne la machinerie de
division du chloroplaste en faisant le lien entre les protéines présentes a I’intérieur de la
membrane plasmique et celles présentes a I’extérieur (Glynn, et al., 2008).

Ces résultats montrent que l'appareil de division cellulaire cyanobactérien a été en partie
conservé lors de 1'évolution qui a suivi I'endosymbiose de la cyanobactérie ancestrale a
l'origine du chloroplaste et que, notamment, le réle de coordination de la protéine ZipN reste

globalement identique.

B.3.3 Le syst¢eme Min

Les protéines MinCDE sont présentes chez Synechocystis et les cyanobactéries (Mazouni,
et al., 2004; Miyagishima, et al., 2005; Sakr, et al., 2006b); et elles contrélent le
positionnement et les structures de FtsZ. Comme chez E. coli, ’ensemble du « cluster » n’est
pas essentiel a la viabilité de Synechocystis et le mutant AminCDE présente des aberrations
morphologiques de type « minicellules ». En revanche, on peut observer de nombreuses
cellules en spirales qui sont spécifiques du mutant de Synechocystis (Mazouni, et al., 2004).

La délétion du geéne minE chez Synechococcus elongatus PCC7942 (cylindrique)
provoque, comme chez E. coli, une filamentation des cellules (Miyagishima, et al., 2005)
alors qu’elle déclenche des divisions asymétriques et un léger grossissement des cellules chez
Synechocystis (Mazouni, et al., 2004).

Les protéines impliquées dans la détermination du site de division semblent conservées
entre E. coli et les cyanobactéries mais il existe des différences notables dans les mécanismes
mis en place entre les formes sphériques (Synechocystis) et cylindriques (Synechococcus
elongatus PCC7942 et E. coli). Chez Synechocystis, MinCDE auraient donc également un
role de régulation de la polymérisation de FtsZ afin que celui-ci ne forme pas de spirales.
Actuellement, nous ne savons pas comment se comporte la cyanobactérie cylindrique
Synechococcus elongatus PCC7942 en réponse a 1’absence de 1’intégralité de 1’opéron
minCDE.

La protéine MinC a été surproduite chez Anabaena PCC7120 (Sakr, et al., 2006b) ; le
mutant résultant possede des cellules plus grosses et arrondies ainsi que certaines ayant des
morphologies en « trefles » indiquant que, dans ces cellules, le plan de division est

potentiellement déréglé (chez Anabaena, les septations sont normalement paralléles les unes
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aux autres). Ces données montrent que le systétme Min peut €galement étre impliqué dans la

régulation de I’alternance des plans de cytokingse.

Les protéines MinE et MinD sont présentes chez les plantes et jouent également un roéle
tres important dans le positionnement du complexe de division du chloroplaste (Colletti, et al.,
2000; Itoh, et al., 2001). En revanche, MinC n’est pas conservée. Un autre facteur, MCDI1,
participe a cette régulation (Nakanishi, et al., 2009). Le fonctionnement précis du systeme de

détermination du site de division du chloroplaste demeure encore incompris.

Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier précisément les mutants du systéme Min chez S.
aureus (gram positive) et N. gonorrhoeae (gram négative), deux bactéries sphériques qui
alternent leur plan de division. Ceci permettrait de savoir, si cette morphologie est

responsable de ces différences d’observation.

B.3.4 La protéine Ftn6

A I’exception des protéines FtsZ, ZipN et MinCDE, trés peu de choses sont connues sur
la cytokineése des cyanobactéries. Koksharova et collaborateurs, ont montré que la délétion
d’un géne nommé fin6, non essentiel, faisait filamenter Synechococcus PCC7942 et
provoquait d’importants problemes morphologiques chez Anabaena PCC7120 (Koksharova

and Wolk, 2002). Les fonctions et les partenaires de la protéine Ftn6 sont inconnus.
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Article 1 :

Characterization of the Synechocystis PCC6803
Penicillin-binding proteins and cytokinetic proteins
FtsQ and FtsW, and their network of interactions
with ZipN

(Marbouty, et al., 2009)

Caractérisation des PBPs de Synechocystis PCC6803,
des facteurs cytokinétiques FtsQ, FtsW et de leurs

interactions avec la protéine ZipN.
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Objectifs du travail

Les protéines membranaires appelées "penicillin-binding proteins", ou PBPs, sont
responsables des dernieres étapes de la synthése du peptidoglycane, le composant majeur de
la paroi bactérienne (I.A.3.2). Elles interviennent, en outre, dans son remodelage et son
recyclage. Chez E. coli et B. subtilis, les PBPs sont impliquées dans un certain nombre de
processus cellulaire comme la cytokingése, la morphogéneése ou encore la différentiation
cellulaire (I.A.3.2). Le génome de Synechocystis code pour 3 protéines apparentées aux PBPs
de classe A (PBP1/PBP2/PBP3), une apparentée aux PBP de classe B (PBP4) et 4 apparentées
aux PBPs de classe C (2 de Type 4 — PBP5/PBPS8 et 2 de Type AmpH — PBP6/PBP7)
(Leganes, et al., 2005) ; mais leur différent r6le biologique demeure inconnu. Nous avons
donc étudié le role des différentes classes de PBPs afin de comprendre leur role dans la
cytokingse et/ou la morphogénese de Synechocystis.

Un des objectifs de notre étude était de tester si les PBPs d’'une méme classe sont
équivalentes d’un point de vue biologique. Du fait de la possible redondance fonctionnelle
d’une classe donnée de PBPs, nous avons construit divers mutants et analysé leurs
phénotypes. Les constructions des mutants d’inactivation ont été réalisées en substituant
indépendamment (simples mutants) ou successivement (mutants multiples) la phase codante
des genes ciblés par un géne marqueur de résistance a un antibiotique. Synechocystis possede
environ dix copies de son chromosome (Labarre, et al., 1989) et la transformation ne permet
la substitution que d’une copie sauvage du geéne ciblé. Les autres copies sauvages sont
ségrégées en exercant une pression de sélection avec 1’antibiotique correspondant. Nous
avons ensuite déterminé par PCR si cette ségrégation était complete (géne non essentiel) ou
incompléete (geéne essentiel).

Ceci nous a permis de montrer que Synechocystis était incapable de survivre si I’on
inactive deux des protéines d’une méme classe (A, C type 4 ou C type AmpH). En outre, nous
avons montré que parmi les PBPs de classe A, PBP2 n’était pas équivalente aux deux autres
(PBP1 et PBP3). En effet, 1'absence totale de PBP2 entraine une diminution de la taille des
cellules tandis que I’inactivation de PBP1 ou PBP3 n’entraine aucun défaut morphologique.
De plus, nous avons également montré que les différents types de PBPs de classe C semblent

intervenir dans des processus différents. PBPS et PBP8 (type 4) semblent jouer un réle dans le
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processus de séparation des cellules filles apres septation ; tandis que PBP6 et PBP7 (type
AmpH) interviennent dans le maintien de la taille des cellules.

Synechocystis est I’une des seules bactéries qui ne posséde qu’une seule PBP de classe B
(PBP4). PBP4 présente une forte homologie avec la protéine Ftsl d’E. coli qui fait partie
intégrante du complexe de cytokinese (I.A.3.2.2). Nous souhaitions donc comprendre
I’importance de cette protéine ainsi que son impact sur la morphologie et la Cytokinese. Nous
avons, ainsi, montré que PBP4/Ftsl est essentielle a la viabilité cellulaire et que son
inactivation entraine 1’apparition d’une grande proportion de cellules géantes (30%) ainsi
qu’un important retard de croissance di a un ralentissement de la division cellulaire. Afin de
mieux comprendre le role de PBP4/Ftsl dans la division de Synechocystis ; nous avons
également analysé les mutants inactivés des facteurs homologues aux partenaires de Ftsl chez
E. coli, FtsQ et FtsW. En accord avec les résultats obtenus pour ftsl, les geénes ftsQ et ftsW
sont essentiels et leur inactivation provoque un grossissement des cellules ainsi qu’un retard
de croissance.

Afin de décrire les connexions entre les acteurs de la synthése du peptidoglycane (PBPs)
et les facteurs cytokinetiques ; nous avons recherché les interactions potentielles entre les
différentes PBPs et les facteurs cytokinétiques FtsQ, FtsW et ZipN. ZipN, précédemment
caractérisé au laboratoire (Mazouni, et al., 2004), est un partenaire crucial de FtsZ et qui est
spécifique des cyanobactéries et des plantes. Cette étude nous a permis de décrire le premier
réseau d’interaction entre facteurs cytokinétiques cyanobactériens ainsi que de mettre en
évidence des connexions moléculaires entre les PBPs de classe A et les protéines FtsQ et
FtsI/PBP4. De plus, les différentes interactions décrites (ZipN-FtsQ & ZipN-FtsI), nous laisse
penser que ZipN pourrait jouer un role similaire a la protéine FtsA de E. coli et B. subtilis

(I.A.2.2.1), absente chez les cyanobactéries et les plantes.
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Figures complémentaires a ’article

1)

mi‘;?;iﬁ?que Domaine périplasmique
f \ A —=
Structure FtsQ
FtsQANTD
FtsQACTD

2)
A B

\
AftsQ +

pSM-GFP-FtsQ R | %
N

AftsQ +
pSM-GFP-FtsQANTD

AftsQ +
pSM-GFP-FtsQACTD

Figure.C1 : Les domaines N et C-terminaux de FtsQ sont essentiels a la fonction de la
protéine. Le domaine N-terminal est nécessaire a sa localisation.
1) Représentation schématique de la protéine FtsQ et des formes tronquées de la protéine
construites.
2) Localisation de la protéine GFP-FtsQ et des formes tronquées de la protéine.
A — Photos en microscopie optique (objectif 100x).
B — Images en microscopie a fluorescence (objectif 100x).

Echelle : 1 ym.
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Article 2

Characterization of the FtsZ-interacting septal
proteins SepF and ZipS in the spherical
celled cyanobacterium Synechocystis PCC6803

Caractérisation des facteurs cytokinétiques SepF,
ZipS et de leur influence sur I’anneau de FtsZ chez

la cyanobactérie sphérique Synechocystis PCC6803
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Objectifs du travail

Chez les deux organismes mode¢les, E. coli et B. subtilis, I’assemblage de I’anneau Z met
en jeu au minimum dix facteurs. Ils sont généralement impliqués soit dans la régulation de la
polymérisation de FtsZ (EzrA, ZipA, ZapA, SepF, FtsA), soit dans le positionnement de
I’anneau Z résultant, au milieu de la cellule (Noc/SImA, MinCDE, DivIVA) (voire les deux)
(I.LA.1) (I.LA.2). Ces processus sont mal connus chez les cyanobactéries, en dépit de la
caractérisation récente au labo du systéme Min et de la protéine ZipN qui interviennent dans
le positionnment de I'anneau Z au septum (a mi-cellule) (Mazouni, et al., 2004). En outre, la
séquence de génomes cyanobactériens prédit l'existence d'autres facteurs pouvant intervenir
dans 1’assemblage ou le positionnement de ’anneau Z. Parmi ceux-ci, je me suis intéressé a
I’homologue de la protéine SepF de B. subtilis qui stimule la polymérisation de FtsZ
(I.,A.2.2.3). Par ailleurs, Koksharova et collaborateurs, ont montré que la protéine Ftn6
intervient dans la division cellulaire des cyanobactéries S. elongatus et Anabaena PCC7120
(Koksharova and Wolk, 2002). En effet, 1’absence de cette protéine provoque une
filamentation des deux organismes mais son rdle exact durant la cytokinese demeure
indéterminé. Nous nous sommes donc intéressés a ce facteur afin de comprendre son role au
cours de la cytokinese de Synechocystis.

Dans le but mieux comprendre la machinerie de cytokinese de Synechocystis, nous avons
réalisé une analyse fonctionnelle des protéines SepF et Ftn6 ; en combinant des techniques in
vivo et in vitro. Nous avons, ainsi, montré que SepF et Ftn6 (renommée ZipS pour « Z
Interacting Protein tergeted to Septum) sont essentielles pour la viabilité et la division
cellulaire et que leur absence provoque un grossissement des cellules. De plus, elles
présentent, toutes les deux, une localisation septale. En accord, avec cette observation, SepF
et ZipS interagissent avec FtsZ, in vitro. Enfin, SepF, mais pas ZipS, stimule et/ou stabilise la
formation des polymeéres de FtsZ. Ces données suggerent que ZipS agit en aval de la protéine

SepF dans ce processus.
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Article 3

ZipN, a FtsA-like orchestrator of the divisome of the
spherical-celled cyanobacterium Synechocystis

PCC6803

ZipN, le coordinateur de type FtsA-like du divisome
de la cyanobactérie sphérique Synechocystis

PCC6803
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Objectifs du travail

ZipN est une protéine membranaire spécifique des cyanobactéries et des plantes (Arc6)
dont la diminution d'abondance engendre d’importantes aberrations morphologiques (I.B.3.2).
Ainsi, chez Synechocystis, I’inactivation du geéne zipN entraine I’apparition de cellules ayant
une morphologie en spirale. Dans ces cellules, les polymeres de FtsZ sont profondément
désorganisés et présente des agencements en hélice. Ces données montrent I’importance de
ZipN dans le positionnement et 1’assemblage du complexe de cytokinese de Synechocystis. En
outre, il a ét€ montré au laboratoire que ZipN interagit avec FtsZ et présente une localisation
septale (Mazouni, et al., 2004).

L’homologue de ZipN chez les plantes, la protéine Arc6, est également cruciale pour la
division du chloroplaste. Récemment, il a ét€ montré que Arc6 coordonne la machinerie de
division du chloroplaste en faisant le lien entre les protéines présentes a I’intérieur de la
membrane plasmique et celles présentes a I’extérieur (Maple, et al., 2005).

Les cyanobactéries sont dépourvues d’homologues des protéines FtsA et ZapA/EzrA qui
chez E. coli et B. subtilis, interagissent avec FtsZ et seraient responsables du recrutement de
plusieurs protéines au septum (FtsK, FtsQ, Ftsl, FtsW) ainsi que de 1’ancrage de 1’anneau Z a
la membrane 1.A.2. Les données que nous avons obtenues sur la protéine ZipN (Marbouty, et
al., 2009; Mazouni, et al., 2004), nous ont donc laissé penser que celle-ci pouvait étre un
homologue fonctionnel de ces facteurs et donc présenter de nombreuses interactions avec les
différents facteurs cytokinétiques de Synechocystis. Nous avons donc réalisé une recherche
systématique d’interaction, a I’aide d’un systéme double-hybride, de la protéine ZipN avec 24
facteurs véritablement ou potentiellement impliqués dans la cytokinese de Synechocystis,.
Lorsque c’était possible, nous avons également confirmé ces interactions par co-
immunoprécipitation.

Cette analyse met en évidence un role central de la protéine ZipN qui fait le lien entre
I’anneau Z et ses partenaires (FtsZ, SepF, ZipS) et les facteurs membranaires du divisome
(FtsQ, Ftsl et FtsW) (Marbouty, et al., 2009). Nous avons également mis en évidence une
interaction de la protéine YImD avec ZipN, FtsQ et Ftsl ; ainsi que de Cdv3, une protéine
apparenté a la superfamille « DivIVA », avec ZipN. L’analyse in vivo de Cdv3 montre que

c’est une protéine essentielle et que son absence entraine un grossissement des cellules ainsi
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que des défauts de positionnement de I’anneau Z. En revanche, YImD n’est essentielle ni a la
viabilité cellulaire ni a la morphologie de Synechocystis.

Bien que les autres protéines que nous avons testées en double hybride ne présentent pas
d’interactions avec ZipN, nous avons également analysé le phénotype consécutif a leur
absence (13 délétions). Aucune de ces protéines n’est essentielle a la viabilité et a la
morphologie de Synechocystis. 1l est donc intéressant de noter que la grande majorité (7/8) des
partenaires de la protéine ZipN est constituée de facteurs cruciaux pour la survie et la
morphologie de notre modele.

Nous avons ensuite réalis€ une analyse structure — fonction des interactions de ZipN.
Cette étude montre que le domaine III de ZipN est essentiel a son interaction avec les facteurs

SepF, ZipS, et FtsQ.
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Article 4

FND, a novel DnaD-like conserved domain in the
cyanobacterial cell division factor Ftn6 with

potential involvement in chromosome segregation

FND, un nouveau domaine DnaD-like conservé chez
le facteur cytokinétique Ftn6 potentiellement

impliqué dans la ségrégation des chromosomes
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Objectif du travail

L’analyse fonctionnelle de la protéine Ftn6 (ZipS) de Synechocystis nous a permis de
montrer qu'elle est essentielle a la croissance et la division des cellules (cf article 2). Ftn6 est
recrutée au septum, ou s'assemble I'anneau Z, probablement via une interaction physique avec
FtsZ. Par ailleurs, d’autres études, réalisées chez les cyanobactéries Synechococcus PC7942 et
Anabeana 7120, ont montré que la délétion de Ftn6 entraine un phénotype filamenteux des
cellules, trés probablement consécutif a une inhibition de 1’assemblage de 1’anneau Z. De
notre coté, nous avons montré que la surproduction de Ftn6 entraine I’apparition de cellules
ayant une morphologie en cceur, indiquant I’importance de Ftn6 au cours de la cytokinese de
Synechocystis, notamment dans le processus de constriction. Toutefois, Ftn6 n’influe pas sur
la polymérisation de FtsZ in vitro et la fonction exacte de Ftn6 dans la division cellulaire
demeure, par conséquent, obscure.

Nous avons alors utilis€ une approche complémentaire consistant a rechercher des
facteurs homologues a Ftn6 et dont la fonction est connue. Cette étude nous a permis de
montré que Ftn6 posseéde une unique partie conservé, localisé a 1’extrémité N-terminale de la
protéine (FND : Ftn6 N-Terminal Domain). Celle-ci posséde des similarités de s€quence et de
structure avec le domaine DnaD, présent dans des facteurs d’initiation de la réplication du
génome de bactéries a faible pourcentage G+C (phylum des firmicutes dont fait partie B.
subtilis). Ces observations suggerent que le domaine FND de Ftn6 pourrait fonctionner
comme un module d’interaction a I’ADN et constituer, ainsi, un lien, encore inconnu a ce

jour, entre la réplication de I’ADN et la division cellulaire des cyanobactéries.
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Résultats Supplémentaires
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Aslr1301 (ftsA-like) Aslr0544 (ftsE-like)
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Asl10702 (ftsN-like) . AsIr1910 (amiC-like) Asl0535 (clpX-like)
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Figure 33 : Photos en microscopie (objectif 100x) de la souche sauvage et de différents

mutants contruits au cours de ma thése
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pKT25

pUT18m1

vide

ZipN

Ftsl (sll1833)

FtsQ (sl11632)

FtsE (sIr0544)

FtsW (sIr1167)

YImE (sIr0556)

DivIVA (sIr0848)

Ftn6 (sll1939)
YImG-1 (ssr2142)
YImG-2 (ssl0353)
SpollD-1 (sl11283)
SpollD-2 (sIr0191)

AmiC-1 (sIr1910)

AmiC-2 (sIr1744)

AmiC-3 (sIr0891)

FtsN (s110702)

YImD (slr1593)

ClpX (sll0535)

PBP1 (sll0002)

PBP2 (sIr1710)

PBP3 (slr1434)

PBP5 (slr0646)

PBP6 (sll1167)

PBP7 (slr1924)

PBP8 (slr0804)

vide

ZipN ()

Ftsl (sll1833)

FtsQ (sIl1632)

FtsE (sIr0544)

FtsW (sIr1167)

SepF (sIr2073)

YImE (sIr0556)

DivIVA (sIr0848)

Ftn6 (sll1939)

YImG-1 (ssr2142)

YImG-2 (ss10353)

SpolID-1 (sll1283)

SpolID-2 (sIr0191)

AmiC-1 (sIr1910)

AmiC-2 (sIr1744)

AmiC-3 (sIr0891)

FtsN (sll0702)

YImD (sIr1593)

CIpX (sl10535)

PBP1 (s110002)

PBP2 (sir1710)

PBP3 (slr1434)

PBP5 (sIr0646)

PBP6 (sI11167)

PBP7 (sir1924)

PBPS (sIr0804)

Tableau 1 : Résultats du crible double-hybride réalisé durant ma thése

Les interactions positives et négatives sont indiquées en bleu et en jaune, respectivement.
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Smal Smal

SmSpR

pSB2ATac
10260 bp

Figure 34 : Représentation du plasmide pSM et de sa construction a partir du

pSB2ATac (digestion Smal et religation)
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La division cellulaire est un processus fondamental des organismes vivants qui a
principalement été étudi€ chez les deux bactéries cylindriques E. coli et B. subtilis. Chez les
cyanobactéries unicellulaires les mieux caractérisées, Synechocystis PCC6803 et
Synechococcus elongatus, la cytokinése demeure mal connue. Ainsi, seul un petit nombre de
facteurs ont été identifiés (FtsZ, ZipN, Ftn6, MinCDE) chez ces organismes et peu de choses
sont connues sur leurs fonctions moléculaires respectives dans la cytokinese (Koksharova and
Wolk, 2002; Mazouni, et al., 2004; Miyagishima, et al., 2005). Les protéines ZipN et
MinCDE ont été caractérisées au laboratoire précédemment a mon arrivée ; et mon travail
s’inscrivait donc dans la continuité de cette étude.

Chez les bactéries unicellulaires hétérotrophes E. coli et B. subtilis, la machinerie de
morphogénese et de cytokinese est complexe, et comporte au moins 10 protéines (I.A). Par
comparaison, le nombre de proteines cytokinétiques connues chez les cyanobactéries est plus
réduit. C'est pourquoi nous avons imaginé qu'il en restait plusieurs a découvrir.

L’objectif de ce travail était donc, dans un premier temps, d’identifier les composants de
la machinerie cytokinétique de la cyanobactérie sphérique Synechocystis PCC6803, par une
approche de recherche d’homologues de I’ensemble des facteurs précédemment décrits chez
E. coli et B. subtilis. Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une étude fonctionnelle de
ces protéines : (i) construction et analyse phénotypique de mutants dépourvus (en totalité ou
en partie) d'un ou plusieurs facteurs; (i7) recherche d’interactions protéine-protéine entre ces
nouveaux facteurs et ceux caractéris€s auparavant (FtsZ, ZipN); (iii) localisation
subcellulaire du produit de ces genes ; et (iv) influence de 1'absence (totale ou partielle) de ces
nouveaux facteurs cytokinétiques sur la localisation des polymeres de FtsZ. L’ensemble de
notre étude nous a permis de caractériser 14 facteurs cytokinétiques cyanobactériens et
d’établir un réseau d’interaction entre eux.

Au cours de cette discussion, je commencerai par aborder les questions autour des
différences entre une cyanobactérie sphérique, Synechocystis, et une cylindrique, S. elongatus.
Je discuterai ensuite du role des différents facteurs cytokinétiques de Synechocystis que j’ai
mis en évidence au cours de ma these : (i) les partenaires de FtsZ (SepF, ZipS/Ftn6), (ii) les
facteurs Cdv3 et YImD, (iii) le r6le des protéines FtsQ, FtsI, FtsW ainsi que (iv) des PBPs
dans la cytokinese et la morphogénése ; (v) je finirai par discuter du réle central de la protéine
ZipN dans I’organisation du complexe de division de Synechocystis.

Enfin, je proposerai le premier modele du divisome d’une cyanobactérie, puis je le

comparerai a nos connaissances sur 1’appareil de division du chloroplaste.
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A. Analyse comparative de la cytokinese des cyanobactéries

Synechocystis (sphérique) et S. elongatus (cylindrique)

A.1. La formation de ’anneau Z

La protéine FtsZ est présente chez 1’ensemble des cyanobactéries dont le génome est
séquencé. Chez Synechocystis, ce facteur a été caractérisé au laboratoire avant mon arrivée
(Mazouni, et al., 2004). Comme chez E. coli et B. subtilis, il est essentiel a la viabilité
cellulaire et est capable de polymériser en un anneau au milieu de la cellule. Ceci a également
été démontré par la suite chez la cyanobactérie cylindrique Synechococcus elongatus
(Miyagishima, et al., 2005). En revanche, contrairement aux observations faites chez les
organismes cylindriques (E. coli, B. subtilis, S. elongatus) (Figure 35 & Figure 36), nous
avons montré que les anneaux de FtsZ des cellules filles étaient orientés perpendiculairement
a I’anneau de la cellule meére (Mazouni, et al., 2004) (Figure 35). Ces données démontrent que
Synechocystis se divise en alternant ces plans de divisions. Nos observations de cellules en

« trefles a quatre feuilles » confirment ces résultats (Article 1) (Figure 35 & Figure 36B)
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Figure 35 : Photos en microscopie illustrant les enchainements de plans de division de
Synechocystis.
(A) Photo en microscopie électronique d’une souche exprimant la protéine FtsZ-GFP
(Mazouni, et al., 2004).
(B) Photo en microscopie optique d’une souche mutante (Apbp5SApbp8) présentant une

morphologie de trefle a quatre feuilles (Article 1).
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Différentes études montrent que la polymérisation de FtsZ, chez de nombreuses bactéries,
commencerait a partir d’'un point de « nucléation » a la membrane puis par progression
bidirectionnelle sous forme d’arc pour ensuite former [’anneau septal (Addinall and
Lutkenhaus, 1996; Begg and Donachie, 1998; Sato, et al., 2009; Sun and Margolin, 1998).
Ainsi, chez Synechocystis, chaque nouvel anneau Z pourrait prendre naissance au niveau de la

constriction de 1’ancien anneau (Figure 36B).
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Figure 36 : Représentation schématique de I’enchainement des divisions entre deux
cyanobactéries de morphologie différentes : S. elongatus, cylindrique (A) et
Synechocystis, sphérique (B)

Les points rouges représentent le site de « nucléation » de FtsZ qui serait le point de départ de
la progression de maniere bidirectionnelle de la polymérisation de FtsZ (fleches rouges). Les
disques rouges représentent les complexes de cytokinese formés et permettant la constriction

et la formation du septum.
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Par conséquent, a la différence de la cyanobactérie cylindrique S. elongatus (Figure 36A),
il ne serait plus nécessaire de déterminer le site de polymérisation (celui-ci étant déterminé
par I’ancien) chez Synechocystis. En revanche, il deviendrait nécessaire d’imposer un plan de
polymérisation strict a la protéine FtsZ afin de former un anneau et donc de définir un plan
septal de division au milieu de la cellule. Il demeure également la question de I’anneau Z

ancestral (le premier) pour lequel nous n’avons pas de réponse pour le moment.

A.2. Le systeme Min

La grande différence de comportement entre les cyanobactéries sphériques et cylindriques
est illustrée par les phénotypes observés lors de la délétion du géne minE chez Synechocystis
(Mazouni, et al., 2004) et S. elongatus (Miyagishima, et al., 2005) (Figure 37). En effet, chez
S. elongatus, cette délétion entraine la filamentation de la bactérie comme c’est le cas chez E.
coli (de Boer, et al., 1988). En revanche, chez Synechocystis, le mutant AminE ne présente pas
de défauts majeurs de cytokinese a I’exception d’une certaine asymétrie de positionnement du
septum (Figure 37). Ceci indique, d’ailleurs, que MinE joue, tout de méme, un réle sur le

positionnement de 1’anneau Z.

E. coli S. Elongatus  Synechocystis

AminE

AminCDE

Figure 37 : Phénotypes des mutants du syst¢éme Min des bactéries E. coli (de Boer, et al.,
1988), S. elongatus (Miyagishima, et al., 2005) et Synechocystis (Mazouni, et al., 2004).
Echelle = 10 uM
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En outre, la délétion de I’ensemble de I’opéron minCDE provoque 1’apparition de cellules
présentant des morphologies aberrantes chez Synechocystis consécutif a des structures de FtsZ
en spirale (Mazouni, et al., 2004) alors qu’elle entraine 1’apparition de septum mal positionné

le long du cylindre chez E. coli (de Boer, et al., 1988) (Figure 37).

Ces résultats indiquent que chez Synechocystis, le réle du systéme Min serait également
d’empécher la polymérisation de FtsZ en dehors du plan septal. Il est également possible que
la fonction du systtme Min puisse différer entre les cyanobactéries (sphériques et
cylindriques) et les protéobactéries (E. coli). Il serait donc important dans 1’avenir d’étudier le
systtme Min chez la cyanobactérie cylindrique S. elongatus, notamment le phénotype du

mutant consécutif a ’inactivation de I’ensemble de I’opéron min.

Nous pensons également que les protéines FtsZ des bactéries cylindriques puissent
différer dans leur comportement de celles des bactéries sphériques. Ainsi, (i) soit la propriété
de ne pas former de spirales est intrinséque aux protéines FtsZ d’organismes cylindriques ; (i)
soit d’autres facteurs régulent la polymérisation de FtsZ dans un seul plan chez ces
organismes.

Du fait de I’appartenance de ces deux especes aux cyanobactéries, il serait trés intéressant
d’essayer d’exprimer la protéine FtsZ de S. elongatus chez Synechocystis (et réciproquement)

pour apporter des éclaircissements a cette question.

A.3. La morphologie

Une des grandes différences entre S. elongatus et Synechocystis est leur morphologie
(cylindrique contre sphérique) ainsi que la propriété d’alternance des plan de division de
Synechocystis.

Au niveau morphologiques, les études montrent que les cellules cylindriques posseédent
des morphogenes (rodA, mreB) qui sont responsables de la forme des bactéries (I1.A.3.5).
D’ailleurs, nous avons identifi€é des homologues des protéines RodA et MreB chez S.
elongatus alors que nous n’avons pu en détecter chez Synechocystis.

De maniere trés intéressante, des analyses ont mis en évidence des liens entre la

morphologie et I’enchainement des plans de division (Addinall and Lutkenhaus, 1996; Begg
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and Donachie, 1998). En effet, des auteurs ont montré que la délétion du géne rodA rendait E.
coli sphérique (I.A.3.5) et que ce mutant alterne alors spontanément ses plans de divisions
(Addinall and Lutkenhaus, 1996; Begg and Donachie, 1998).

Dans I’avenir, il serait trés intéressant d’essayer d’exprimer les protéines RodA et MreB,
de la cyanobactérie cylindrique S. elongatus, chez Synechocystis afin de voir si cela perturbe
ses plans de division. Inversement, si 1’on inactive séparément ou simultanément ces deux
facteurs chez S. elongatus, les cellules vont-t-elles devenir sphérique et alterner spontanément

leurs plans de division ?

B. Le complexe de cytokinese de Synechocystis

B.1. Les partenaires de FtsZ

Chez E. coli et B. subtilis, la stabilité des protofilaments de FtsZ semblent cruciale pour
I’assemblage de I’anneau Z septal. 4 partenaires de FtsZ ont été décrits dans la littérature
comme des activateurs/stabilisateurs de la polymérisation de FtsZ: ZapA, ZipA (trouvé
uniquement chez les gamma-protéobactéries), FtsA (une protéine de la famille de I’actine) et
SepF (non trouvé chez les gamma-protéobactéries). Au contraire, les régulateurs négatifs
(systtme Min, systtme Noc, EzrA et SulA) operent dans la déstabilisation et le
positionnement de 1’anneau Z (I.A).

Par conséquent, nous nous sommes intéressés aux homologues de ces facteurs chez
Synechocystis. Une recherche systématique par BLAST indique que seule la protéine SepF
posseéde un homologue identifiable chez les cyanobactéries (si 1’on n’exclue les protéines
MinCDE qui ont été étudi€es au laboratoire). Nous nous sommes également intéressé a la
protéine Ftn6 (renommée ZipS pour « Z Interacting Protein targeted to Septum) du fait de son
implication dans la cytokinese de S. elongatus (Koksharova and Wolk, 2002) et nous avons

montré qu’elle était un des partenaires de FtsZ.
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B.1.1  SepF est un régulateur de la polymérisation de FtsZ chez

Synechocystis

Chez B. subtilis, SepF localise au septum ou il interagit avec FtsZ. Cette interaction aurait
comme rble de stimuler et/ou de stabiliser la polymérisation de FtsZ (Singh, et al., 2008).
Chez Synechocystis, nous avons montré que sepF est essentiel a la viabilité cellulaire et que
son inactivation entraine 1’apparition de cellules géantes dans la population cellulaire (Article
2). Nous pensons qu’une telle morphologie résulte d’un ralentissement de la cytokinese alors
que la croissance cellulaire (grossissement des cellules) continue (syntheése du peptidoglycane
périphérique). A I’inverse, chez les bactéries cylindriques, lorsqu’un tel probléme est
rencontré, la cellule filamente. Ainsi, le phénotype « cellules géantes» des cellules
sphériques, serait la contrepartie de la filamentation des cellules cylindriques.

Par ailleurs, comme son homologue, SepF localise au septum, interagit avec FtsZ

Synechocystis
et est capable de simuler / stabiliser la polymérisation de FtsZ in vitro (Article 2). De plus,
comme chez B. subtilis, la protéine SepF de Synechocystis, et des autres cyanobactéries,
présentent une hélice amphiphile en N-terminale (cf annexe) lui permettant de s’enchasser
dans la membrane. SepF pourrait donc, également, participer a 1’ancrage de 1’anneau Z a la
membrane (I.A.2). Il est donc tres intéressant de voir qu’une protéine comme SepF, régulant
la polymérisation de FtsZ, a conservé sa fonction entre un organisme sphérique photo-
autotrophe (Synechocystis) et un organisme cylindrique hétérotrophe (B. subtilis).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que la sur-expression de la protéine FtsZ-GFP
chez le mutant AsepF entrainait 1’apparition de cellules en spirales dans lesquelles les
structures de FtsZ ressemblaient a celle du mutant AminCDE (Article 2). Chez Synechocystis,
SepF aurait donc un réle dans I’assemblage de FtsZ dans un plan donné. L’anneau Z étant tres
probablement le résultat de 1’assemblage de plusieurs protofilaments (I.A.2) ; SepF pourrait,
par conséquent, participer a la connexion entre plusieurs protofilaments entrainant une
augmentation de stabilité mais également une meilleure orientation des polymeres de FtsZ

afin de former un anneau et non des spirales.

Si I’on compare le nombre de régulateurs identifiés de la polymérisation de FtsZ chez les
modeles E. coli et B. subtilis (FtsA, ZipA, ZapA, EzrA, SepF), il semble évident que d’autres
facteurs restent a découvrir chez Synechocystis. La protéine ZipN, dont je discuterai la

fonction plus tard, fait trés probablement partie de ces régulateurs.
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B.1.2  ZipS/Ftn6 est impliqué dans la symétrie de la constriction et

pourrait constituer un lien entre la réplication des chromosomes et la

cytokinese

La délétion de zipS/fin6 entraine 1’apparition de cellules géantes dans la population,
démontrant son implication dans la cytokinése de Synechocystis. La protéine ZipS/Ftn6
présente une localisation septale et interagit physiquement avec FtsZ ; mais elle n’a aucun
effet sur la polymérisation de FtsZ in vitro (Article 2). Ces différentes observations suggerent
que la fonction de ZipS/Ftn6 est requise a une étape postérieure a la formation de 1’anneau Z.
De plus, la surproduction de la protéine ZipS/Ftn6 entraine 1’apparition de cellules dont la
constriction est clairement asymétrique (cellules ayant une morphologie en cceur) (Article 2).

ZipS/Ftn6 pourrait donc étre impliquée dans 1’activation ou la « symétrisation » de la
constriction. Cette hypothése expliquerait les phénotypes observés en absence et en
surabondance de cette protéine (division cellulaire inhibée et constriction asymétrique,
respectivement).

Il serait ¢également possible que la surproduction de cette protéine « piege » un ou des
facteurs responsables de cette symétrie de la constriction. Par la suite, il serait donc
intéressant d’utiliser le systeme double hybride que nous utilisons au laboratoire pour

« screener » une banque d’insert afin de détecter les partenaires de ZipS/Ftn6.

L’¢étude bioinformatique de la partie N-terminale de ZipS/Ftn6 (Article 4), indique une
homologie de séquence et de structure avec le domaine DnaD (PFAM), qui est principalement
rencontré dans les facteurs d’initiation de la réplication chez les bactéries du groupe des
firmicutes. Chez ces organismes, le domaine DnaD fait office de module de liaison a I’ADN.
Par conséquent, Ftn6/ZipS pourrait étre impliqué dans la réplication de I’ADN. Toutefois, les
mutants délétés ne produisent pas de cellules anucléées (Miyagishima, et al., 2005) (nos
données. En outre la partie de DnaD interagissant avec DnaA n’est pas conservée chez
ZipS/Ftn6, ce qui va plutot a I’encontre de cette hypothese.

ZipS/Ftn6 pourrait, alors, étre impliqué dans les connexions entre la division cellulaire et
la réplication des chromosomes. Deux processus décrits chez E. coli, présentent des
connexions entre ces deux phénomeénes : (i) le systtme Noc dont le réle est d’empécher la

formation du complexe de cytokinese au niveau du nucleoide (I.A.1.1); et (ii) la protéine
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FtsK dont un des roles est de coupler la constriction septale a la fin de la phase de ségrégation

des chromosomes (1.A.3.3.3).

(/) Lors de notre analyse bioinformatique du génome de Synechocystis, nous n’avons
détecté¢ aucun homologue des acteurs du systéme Noc d’E. coli et B. subtilis (1.A.1.1). 11 est
donc envisageable que Synechocystis posseéde un autre effecteur du systéme Noc qui ne soit ni
I’homologue de la protéine Noc (B. subtilis) ni de la protéine SImA (E. coli) (1.A.1.1). Bien
que sa localisation septale ne conforte pas cette hypothese, ZipS/Ftn6 pourrait, tout de méme
faire parti des effecteurs du systéme de « Nuceloid occlusion » chez Synechocystis. Cette
protéine pourrait, par exemple, inhiber la constriction de I’anneau Z tant que la ségrégation
des chromosomes n’est pas achevée ; ou inversement, activer la constriction des la fin de la

ségrégation des chromosomes.

(if) Nous n’avons détecté aucun homologue de la protéine FtsK chez Synechocystis et la
plupart des autres cyanobactéries. Lorsque nous avons identifi¢ un homologue, comme c’est
le cas chez Anabeana PCC7120, I’étude de la conservation de séquence suggere un transfert
horizontal récent (nos données). En revanche, des homologues des partenaires de FtsK, XerC
et XerD (I.A.3.3.3), sont clairement identifiables chez 1’ensemble des cyanobactéries. Il
semblerait donc que ce processus soit conservé chez Synechocystis. 1l est donc envisageable
que la protéine ZipS/Ftn6 puisse compenser, dans une certaine mesure, 1’absence de la
protéine FtsK chez Synechocystis. Comme nous chez Synechocystis, Kokasharova et
collaborateurs ont récemment proposé que ZipS/Ftn6 puisse étre impliqué dans la ségrégation
des chromosomes chez S. elongatus (Koksharova, et al., 2007). Il serait donc intéressant de

tester la possible interaction entre ZipS/Ftn6 et les facteurs XerC/XerD.

Comment ZipS/Ftn6 est fonctionnellement connecté a la division cellulaire demeure
inconnue et, par la suite, de plus amples analyses seront nécessaires pour comprendre le role
exact de ce facteur chez les cyanobactéries. L’identification des partenaires de ZipS/Ftn6
pourrait répondre en partie a cette question (Co-immunoprécipitation ou test double-hybride
contre une banque). Il serait également intéressant de tester la possible liaison de ZipS/Ftn6 a

I”’ADN.
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B.2. Cdv3 est une nouvelle protéine cytokinetique

Nous avons détecté une interaction de ZipN avec le facteur essentiel Cdv3 (Article 3). Ce
facteur a ét¢é mis en évidence chez S. elongatus ou son inactivation fait filamenter la
cyanobactérie indiquant un rdle dans la cytokinese (Miyagishima, et al., 2005). L’ analyse de
la séquence de Cdv3 indique qu’elle posséderait un domaine de type « coiled-coil »
(programme du site NPS@ - cf annexe) et qu’elle appartiendrait a la super famille des
protéines de type DivIVA-like (PFAM). Cette catégorie de protéines regroupe des facteurs
impliqués, notamment chez les bactéries gram-positive, dans le positionnement de 1’anneau Z
(DivIVA, B. subtilis) (I.A.1.2.2), les étapes tardives de la cytokinese (YpsB, B. subtilis)
(Tavares, et al., 2008), la maturation des poles (WAG31, mycobactéries) (Kang, et al., 2008),
ou encore la ségrégation des chromosomes (DivIVA, streptocoques) (Vicente and Garcia-
Ovalle, 2007).

Cdv3 ne présentent pas de similarités significatives avec ces protéines précédemment

caractérisées, et constituerait donc un nouveau facteur cytokinétique.

L’inactivation de Cdv3 entraine, chez Synechocystis, un élargissement conséquent des
cellules qui demeurent sphérique, compatible avec une implication dans la cytokinese (Article
3). Afin de tester la possible influence de Cdv3 sur les structures de FtsZ, nous avons introduit
dans le mutant Acdv3 le plasmide exprimant la protéine FtsZ-GFP (Article 3). Dans cette
souche, un grand nombre de cellules (20%) présentent des structures de FtsZ aberrantes et,
par conséquent, des morphologies anormales (spirales, tréfles a trois feuilles, excroissance
cellulaire) résultant de septations asymétriques ou incomplete. L’ensemble de nos données sur
le facteur Cdv3 indiquent que son absence entraine un retard de cytokinese générant ainsi des
cellules géantes. Toutefois, chez ce mutant, la formation de I’anneau Z n’est pas inhibée. Nos
observations de cellules aux morphologies aberrantes du mutant Acdv3 exprimant la protéine
FtsZ-GFP résulte trés probablement d’une abondance plus importante de protéines FtsZ
couplée a I’absence de Cdv3.

Ces données indiquent que Cdv3 pourrait étre impliquée dans la régulation de la
formation de I’anneau Z. Elle pourrait, comme la protéine DivIVA de B. subtilis, étre
responsable du positionnement de I’anneau Z au milieu de la cellule. Toutefois, nous n’avons
identifi¢, chez Synechocystis, aucun homologue de la protéine MinJ de B. subtilis qui fait le

lien entre les facteurs MinCD et DivIVA (I.A.1.2.2). De plus, nous n’avons détecté aucune
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interaction entre Cdv3 et les protéines MinCD de Synechocystis. Ces résultats semblent

réfuter cette hypothese.

Cdv3 pourrait alors étre impliqué dans la régulation de la polymérisation de FtsZ afin que
celui-ci forme un anneau au niveau du plan septal médian. Cdv3 pourrait également participer
a D’inhibition de la formation de plus d’un anneau de FtsZ a partir du point de nucléation
résultant de I’anneau précédent. Cette hypothése est en accord avec I’observation des cellules

avec une morphologie de trefle a trois feuilles (Figure 38).

A B Absence de

Cdv3et
‘ surabondance
de la protéine
FtsZ

X  =->

&) Point de nucléation de FtsZ

O Anneau Z septal

= Anneaux Z potentiels

-

O Cdv3

Figure 38 : Phénotypes fréquemment observés chez le mutant Acdv3 + pSZ-GFP (A) et

proposition d’un modéle pour le réle de la protéine Cdv3 (B)
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B.3. YImD pourrait étre un lien entre le complexe de cytokinese et la

membrane externe

Nos tests double-hybride ont mis en évidence I’interaction d’une protéine homologue au
facteur YImD de B. subtilis avec ZipN, FtsQ et Ftsl (Article 3). Le géne ylmD de B.subtilis
fait partie d’un cluster de gene (le dew cluster — division and cell wall cluster) regroupant
notamment les geénes diviVA et sepf (yimF). YImD n’est pas essentiel et son absence ne
provoque aucuns défauts de cytokinese chez B. subtilis comme chez Synechocystis (Article 3).

La recherche de domaine conservé chez cette protéine indique qu’elle appartient a la
super-famille des protéines de type EAL (PFAM) qui interviendrait dans la transduction de
signal pour la régulation de protéines présentes a la surface des cellules et aux fonctions
diverse (adhésion, biofilm ...). Il existerait donc des connexions entre la cytokinese et les
protéines présentes a la surface de la membrane externe. Il est notamment possible qu”YImD
soit impliqué dans le processus de morphogénese. Toutefois, dans ce cas, il est étonnant de ne
détecter aucun phénotype chez le mutant déplété ; sauf s’il existe une certaine redondance
fonctionnelle avec d’autres facteurs. Il est également probable que la protéine YImD ne soit
pas essentielle dans les conditions tres favorables du laboratoire.

L’interaction d’YImD avec ZipN, FtsQ et Ftsl, indique tout de méme que cette protéine
serait impliqué d’une manieére ou d’une autre dans la cytokinése et/ou la morphogénese. Il
pourrait €tre intéressant de construire un double mutant AylmD/AftsQ ou AylmD/AftsI et voir

si cela peut aggraver le phénotype des simples mutants AftsQ et Aftsl.

B.4. Les facteurs FtsQ, FtsI et FtsW sont impliqués dans la synthese du
peptidoglycane septal

Nous avons détect¢ des homologues des facteurs FtsQ, Ftsl et FtsW de E. coli et B.
subtilis, chez Synechocystis (Article 1). L’ensemble des données disponibles sur ces trois
protéines, chez E. coli et B. subtilis (1.A.3.3) indique qu’elles sont principalement impliquées
dans la synthése du peptidoglycane septal. Chez E. coli, les mutants délétés de ces facteurs
présentent un phénotype filamenteux caractéristique des génes de cytokinese.

En accord avec ces données, 1’inactivation chez Synechocystis d’un de ces trois facteurs,

entraine 1’apparition de cellules géantes indiquant un role dans la cytokinése de notre modele
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(Article 1). En revanche, la surabondance de la protéine FtsZ (expression de la protéine FtsZ-
GFP) chez les trois simples mutants n’entraine pas d’autres défauts que le grossissement des
cellules (cellules en spirales ou en cceur par exemple) (nos données). Ces observations
indiquent que ces trois protéines ne seraient pas impliquées dans 1’agencement de I’anneau Z
mais bien dans la syntheése du peptidoglycane septal et dans le processus de septation.

Nos tests double-hybride indiquent une interaction de Ftsl avec FtsQ et FtsW comme
chez E. coli (I.A.3.3). En revanche aucune interaction de FtsQ avec FtsW n’a pu €tre mise en
¢vidence. Toutefois, Karimova et collaborateurs, qui ont utilis¢ le méme test double hybride
chez E. coli, n’ont également pas détecté d’interaction entre ces deux facteurs (Karimova, et
al., 2005) ; alors que d’autres équipes 1’ont détecté en utilisant un autre systeme (D'Ulisse, et
al., 2007). Il est donc possible que le systtme double hybride que nous avons utilis¢ ne

permette pas de mettre en évidence cette interaction spécifique.

Désormais, la question sera de savoir si le recrutement de ces trois facteurs au septum se
fait de maniere séquentielle comme chez E. coli ou plutét de maniére concerté comme c’est le
cas chez B. subtilis (I.A.3.3.1). Pour répondre a cette question, il sera nécessaire de construire
des fusions de ces protéines a la GFP et de voir si ’absence d’une, empéche la localisation

d’une autre.

Nous avons commencé ce travail en réalisant la fusion de la protéine FtsQ a la GFP
(Article 1 — Figure C1). L’expression de cette protéine chimérique chez Synechocystis indique
une localisation septale mais également a ’ensemble de la membrane de ce facteur. Cette
localisation membranaire est trés intéressante car elle pourrait indiquer un autre role
biologique de FtsQ notamment au niveau de la croissance cellulaire de Symechocystis.
Wadsworth et collaborateurs, ont ¢galement observé une localisation membranaire de DivIB
(FtsQ) chez B. subtilis (Wadsworth, et al., 2008). Néanmoins, aucune information n’est
disponible sur le réle physiologique d’une telle localisation.

Toutefois, nous ne pouvons pas exclure le fait que la surabondance de la protéine GFP-
FtsQ chez Synechocystis entraine une localisation de celle-ci a toute la membrane de manicre
artefactuel. En effet, nous avons utilis€ un promoteur fort pour exprimer le gene gfp-ftsQ or
nous ne savons pas a quel niveau s’exprime habituellement le gene fisQ endogene.

Il serait intéressant de voir si 1’inhibition de la fonction de Ftsl par un antibiotique
spécifique de cette protéine (aztreonam ou cephalexine) empéche la localisation de FtsQ au

septum.
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Nous avons construit deux mutants de la protéine GFP-FtsQ afin d’analyser leur
localisation (Article 1 — Figure C1) : un dont le segment transmembranaire €tait absent et un
dont le domaine y était déléte (1.A.3.3.4).

La protéine GFP-FtsQANTD ne localise plus a la membrane ni au septum indiquant que
le fragment transmembranaire est nécessaire a sa localisation. Des expériences menées chez
B. subtilis ont montré que le fragment transmembranaire de FtsQ est nécessaire a sa
localisation mais que celui ci peut étre remplacé par un fragment d’une autre protéine
(Wadsworth, et al., 2008). 11 est donc probable que cela soit également le cas pour la protéine
FtsQ de Synechocystis.

Concernant la protéine GFP-FtsQACTD ; celle ci localise bien a la membrane et au
septum mais elle n’est plus capable de complémenter le phénotype du mutant AfésQ (Article 1
— Figure C1). Ce résultat démontre que le domaine C-terminal de la protéine n’est pas
essentiel pour sa localisation. En revanche, la partie C-terminale de FtsQ semble nécessaire

pour assurer une cytokinése normale.

Ainsi, nous avons montré que, de manicre similaire a E. coli et B. subtilis (1.A.3.3) les
protéines FtsQ, Ftsl et FtsW font partie intégrante du complexe de septation de Synechocystis
et qu’elles sont cruciales pour achever une cytokineése normale. Par ailleurs, ces protéines
possedent un homologue chez I’ensemble des cyanobactéries dont le génome est séquencé. 11
est donc trés probable qu’elles soient essentielles pour la cytokinése de toutes les

cyanobactéries.

B.5. Role des PBPs dans la cytokinese et la morphologie de
Synechocystis

B.5.1 Les PBPs de classe A et B

La synthése du peptidoglycane nécessiterait la participation d’au moins une PBP de
classe A et une PBP de classe B (Sauvage, et al., 2008) (I.A.3.2). Nous avons montré¢ que
PBP4 (Ftsl — article 1), la seule PBP de classe B identifiée chez Synechocystis était impliquée
dans la synthése du peptidoglycane septale. En effet, son inactivation entraine un

grossissement des cellules ainsi qu’un allongement de la phase de division da a un défaut de
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cytokinese. Parallélement, nous avons montré que FtsQ et Ftsl interagissent avec deux PBPs
de classe A, PBP1 et PBP3, suggérant que ces deux dernieres sont également impliquées dans
la syntheése du peptidoglycane septal. Il existe trés probablement une redondance de fonction
entre PBP1 et PBP3, comme le suggere I’absence de phénotype associ¢ a la délétion de 1’une
ou I’autre de ces deux protéines et la 1étalit¢ du double mutant PBP1/PBP3 de Synechocystis
(Article 1).

Chez les organismes cylindriques, la synthése du peptidoglycane dans la partie
cylindrique de la bactérie est assurée par un complexe multiprotéique regroupant notamment
les protéines de type « Mre », une PBP de classe B et au moins une PBP de classe A (I.A.3.5).
En revanche, chez les bactéries sphériques comme S. aureus, la néo-synthése du
peptidoglycane impliqué dans 1’¢largissement de la cellule semble avoir lieu en méme temps
que la septation et uniquement au niveau du site de division (Scheffers and Pinho, 2005).

De maniére tres intéressante, nous avons montré que 1’absence totale d’une PBP de classe
A, PBP2, entrainait une nette diminution du diameétre cellulaire (Article 1). Cette observation
indique que PBP2 pourrait étre impliquée dans la croissance cellulaire de Synechocystis.

Ainsi, il existerait chez Synechocystis comme chez les organismes cylindriques, deux
types de syntheése du peptidoglycane ; I’une septale et 1’autre périphérique. Toutefois nous ne
savons pas ou se déroule cette synthese pour le moment. Je n’ai pas eu le temps de réaliser la
fusion de PBP2 a la GFP; et il sera donc intéressant de déterminer la localisation
subcellulaire de PBP2 qui pourrait nous renseigner sur le site de syntheése du peptidoglycane
périphérique.

Il parait également évident que d’autres facteur participe a ce processus puisque 1’absence
totale de syntheése de peptidoglycane périphérique devrait normalement étre 1étale. Nous
avons montré que PBP2 interagit avec PBP1 et PBP3 (Article 1) et il est donc possible que
ces deux dernieres puissent, également, participer a la synthése du peptidoglycane
périphérique ou compenser en partie 1’absence de PBP2.

Par ailleurs, la synthése du peptidoglycane impliquerait une PBP de classe A et une PBP
de classe B (Sauvage, et al., 2008). PBP4 (Ftsl) est I’unique protéine de la classe B chez
Synechocystis ; il est donc envisageable qu’elle participe également a la syntheése du
peptidoglycane périphérique. Des antibiotiques spécifiques de Ftsl, inhibant sa fonction PBP
(aztreonam ou cephalexine), sont actuellement disponibles. Il pourrait donc étre intéressant de
soumettre Synechocystis a un tel traitement afin de savoir si les deux processus sont inhibés

(périphérique et septal).
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Nos différentes données indiquent que la syntheése du peptidoglycane périphérique
(croissance cellulaire) est partiellement déconnectée de celle du peptidoglycane septale
puisque I’inhibition de la division cellulaire n’empéche pas les cellules de continuer a croitre.
En outre, chez S. aureus, le traitement avec un inhibiteur de la polymérisation de FtsZ (le
PC190723) (Haydon, et al., 2008) provoque un grossissement cellulaire indiquant donc que,
chez cet organisme, la croissance cellulaire est indépendante de la formation de I’anneau de
FtsZ et donc de I’assemblage de la machinerie de synthése du peptidoglycane septal.

Il serait donc intéressant de tester également cela chez Synechocystis atin de déterminer si
la synthése du peptidoglycane périphérique est indépendante ou non de la formation de
I’anneau de FtsZ. Plusieurs molécules bloquant la polymérisation de FtsZ sont désormais

disponibles et pourraient permettre de tester cela.

B.5.2 Les PBPs de classe C

B.5.2.1.  Les PBPs de type endopeptidase

Chez Synechocystis, I’'inactivation simultanée (mais partielle) des deux PBPs de classe C
de type endopeptidase, PBP5 et PBPS, entraine 1’apparition d’une sous-population de cellules
(25%) présentant une configuration intéressante rappelant un tréfle a quatre feuilles (Article
1) (Figure 35). Synechocystis se divise en alternant perpendiculairement ses plans de division
(Mazouni, et al., 2004). La disposition particuliere des cellules chez ces mutants, en « trefles a
quatre feuilles », pourraient résulter d’un défaut de septation des cellules filles qui ne
s'effectuerait pas compleétement chez le mutant. Les PBPs de classe C de type endopeptidase
pourraient, par conséquent, €tre impliquées dans les remaniements du peptidoglycane
synthétisé entre les deux cellules filles au cours de la fermeture du septum (Figure 39). Une
telle hypothése a déja était envisagé chez E. coli (Holtje, 1995; Priyadarshini, et al., 2006).
Toutefois, chez cet organisme, 1’activité endopeptidase n’est pas essentielle a la survie dans
les conditions de laboratoire (Duez, et al., 2001; Stefanova, et al., 2003) et les mutants ne
présentent aucun phénotype sauf si des autolysines (non PBPs, type AmiC) sont inactivés en
méme temps (1.A.3.4).

Les cyanobactéries sont les seuls organismes connus possédant deux LMW PBPs de type

4 (Sauvage, et al., 2008). Ce constat pourrait s’expliquer du fait de la sévérit¢ du phénotype
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observé pour le double mutant de ces genes chez Synechocystis. De plus, un cylindre, tel que
E. coli, peut continuer a croitre « indéfiniment » sous forme de chaine alors que, concernant
Synechocystis, 1’étape « quatre cellules en tréfles » est limitante. Cette observation pourrait
expliquer le fait que les PBPs de type endopeptidase soient essentielles a la viabilité de
Synechocystis. 11 serait donc tres intéressant d’étudier les homologues de ces protéines chez la
cyanobactérie cylindrique S. elongatus afin de répondre a cette question.

Concernant les autolysines (homologue de la protéine AmiC de E. coli) de Synechocystis,
nous avons détecté plusieurs homologues potentiels de la protéine AmiC d’E. coli qui est
importante pour la septation de cet organisme (Article 4). Aucun des simples mutants de
Synechocystis ne présentait de phénotype visible. Nous n’avons pas poussé plus loin cette

analyse mais il serait intéressant, par la suite, de réaliser des doubles mutants de ces genes.

Figure 39 : Photos en microscopie électronique d’une cellule de Synechocystis en division
Les fleches noirs représentent I’action supposée des PBPs de type endopeptidase : séparation
des deux cellules filles aprés septation (nos données). Sur la photo, les cellules n’apparaissent
pas sphériques mais ceci est probablement dii au traitement préalable nécessaire pour

I’utilisation de cette technique d’observation.

B.5.2.2.  Les PBPs de type AmpH

PBP6 et PBP7 sont deux LMW PBPs dont les séquences les apparentes a la famille des
PBP de classe C de type AmpH. Chez E. coli, 1a délétion des génes ampC ou ampH chez un
mutant inactivés des geénes pbpla et pbp5 produit des cellules de morphologie aberrantes

(diametre supérieur, présence d’excroissance cellulaire). Ces protéines sont suspectées d’étre
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impliquées dans le processus de croissance, maturation et recyclage de la paroi bactérienne
(I.LA.3.2.3).

Nous avons montré que 1’activité portée par ces deux protéines est essentielle a la
viabilit¢ de Synechocystis (Article 1). Les doubles mutants présentent un phénotype de type
« grosses cellules » ainsi qu’une grande hétérogénéité de taille de la population (Article 1).
Les cellules en division comme les cellules non entrées en division présentent ce phénotype
de grossissement cellulaire, suggérant que ces PBPs ne sont pas impliquées directement dans
la division cellulaire de Synechocystis mais plutét dans sa morphogénéese. En effet, les
inactivations de genes de cytokinese (sepF, fisQ...) entrainent un grossissement des cellules
affectant essentiellement les cellules en division (Article 1).

Il est difficile d’attribuer une fonction précise a ces deux protéines, mais leurs activités
ont une influence cruciale sur la morphologie de Synechocystis, notamment sur le maintien de
son diamétre cellulaire. Nous pensons donc qu’elles jouent un role sur le recyclage du

peptidoglycane et la régulation de la synthése du peptidoglycane.

B.6. ZipN est le coordinateur central du complexe de cytokinese de

Synechocystis

ZipN, spécifique des cyanobactéries et des plantes, est une protéine essentielle du
complexe de cytokinese de Synechocystis (Mazouni, et al., 2004). Elle se localise au septum
probablement par interaction directe avec FtsZ (Mazouni, et al., 2004). La délétion du gene
zipN entraine 1’apparition de cellules avec des morphologies aberrantes en spirales ; indiquant
son rble crucial au cours de la division cellulaire. Le phénotype de ce mutant présente de
nombreuses similarités avec le mutant AminCD (Mazouni, et al., 2004). Ainsi, ZipN jouerait
également un rdle important sur la bonne conformation de 1’anneau Z afin que celui-ci ne
polymérise pas en spirale. Toutefois, les mécanismes sous-jacents a cette régulation sont
encore inconnus. Il est possible que ZipN, de la méme maniere que la protéine ZapA d’E. coli
(I.LA.2.2.2) réalise des connexions entre les protofilaments de FtsZ permettant ainsi
d’influencer I’orientation prise par les polymeres de FtsZ afin d’aboutir a la formation d’un
anneau. En outre, ZipN est une protéine membranaire et pourrait, comme SepF, participer a

I’ancrage de 1’anneau Z a la membrane (I.A.2).
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Par ailleurs, la recherche des interactants de ZipN nous a permis de mettre en évidence un
role central de la protéine dans 1I’organisation du complexe de cytokinese de Synechocystis
(Article 3). Nos résultats montrent que ZipN interagit a la fois avec FtsZ (Mazouni, et al.,
2004), mais également les partenaires cytoplasmiques de FtsZ, SepF et ZipS (Article 2) et les
protéines membranaires FtsQ et FtsI (article 1). ZipN constituerait donc un lien entre I’anneau
Z et les protéines membranaires responsables de la synthése de la paroi septale (Figure 40 &
Figure 42).

Les génomes cyanobactériens sont dépourvus d’homologue de FtsA qui interagit avec de
nombreux facteurs et est responsable du recrutement d’un certains nombres d’entre eux au
septum (FtsK, FtsQ, Ftsl). ZipN pourrait donc étre une contre partie de 1’absence de la
protéine FtsA chez les cyanobactéries (Figure 42). Le fait que la protéine Arc6, I’homologue
de ZipN chez les pantes, soit le facteur faisant le lien entre les protéines présentes a I’intérieur
de la membrane plasmique et celles présentes a 1’extérieur, renforce cette hypothése de
coordonnateur central (I.B.3.2). Si cette hypothese est vraie, il est trés probable que ZipN soit

responsable du recrutement des protéines FtsQ et Ftsl au septum.

Figure 40: Représentation du role central de la protéine ZipN dans le complexe de
cytokinése de Synechocystis
Les facteurs dans un rectangle gris sont essentiels a la viabilité cellulaire et a la morphologie
de Synechocystis, alors que ceux dans un rectangle blanc ne le sont pas. Les fleches noires
indiquent que l’interaction a été détectée par des tests double-hybride. Les doubles fleches
indiquent que I’interaction a été confirmée in vitro. Les rectangles « ombrés » indique que le

facteur est capable d’auto interagir.
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C. Proposition d'un modéele de travail représentatif de

I'appareil cytokinétique de Synechocystis

Le modele de cycle de cellulaire de Synechocystis que nous proposons est indiqué sur la
Figure 41. L’anneau Z semble se former de maniére précoce alors qu’aucun allongement
cellulaire n’est détecté. C’est une des raisons pour lesquelles il sera crucial de vérifier si la
synthese du peptidoglycane périphérique est indépendante de la formation de I’anneau Z. En
outre, nous ne savons pas si ’anneau de FtsZ que nous observons dans les cellules non
entrées en division comprend déja les protéines SepF, ZipS/Ftn6 et ZipN. Il sera nécessaire de
réaliser des cinétiques de recrutement des protéines au septum pour répondre a cette question.

On peut alors détecter un certain allongement cellulaire qui traduit une synthése de
peptidoglycane périphérique. Pendant ce temps, le complexe de cytokinése s’assemble
comme le montre la localisation précoce de la protéine GFP-FtsQ (Article 1, figure C1). Une
fois cet assemblage effectué, la constriction peut commencer jusqu’a la fermeture du septum.
L’¢étape de fermeture semble concomitante a la formation des deux nouveaux anneaux Z des
cellules filles (Figure 41). La séparation des deux cellules filles aurait lieu apres cette étape.

Il sera essentiel par la suite de réaliser des cinétiques précise de ce cycle cellulaire ainsi

que de connaitre également le comportement des chromosomes au cours de ce cycle.
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Assemblage de F'anneau Z

Assemblage du complexe de
synthése du PG septal & début
de synthése du PG périphérique

<>
Début de constriction
membranaire & suite de la

synthése du PG périphérique

<>
Début de synthése du PG septal
& suite de la synthése du PG
périphérique

<>

Suite et fin de la synthése du PG
septal

Fermeture du septum

Assemblage des nouveaux
anneau Z puis séparation des
deux cellules filles

Figure 41 : Représentation du cycle cellulaire de Synechocystis.
A : localisation de la protéine FtsZ-GFP au cours de la division de Synechocystis. Les images
sont des observations de divers types de cellules a des étapes différentes de la cytokinese.

B : Proposition d’un modele du cycle cellulaire de Synechocystis.

III. Discussion & Perspectives 177



Notre analyse pluridisciplinaire (in silico, in vivo et in vitro), nous a permis de caractériser
14 acteurs de la cytokinese de Synechocystis et de mettre en évidence les interactions entre ces
protéines. Notre étude permet d’établir le premier modéele de 1’appareil cytokinétique d’une
cyanobactérie, Synechocystis (Figure 42). Il sera nécessaire, par la suite, de déterminer

précisément 1’ordre d’arrivée de ces facteurs ainsi que de connaitre la hiérarchie de

recrutement a I’intérieur de ce complexe.
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* Précurseurs du peptidoglycane

Figure 42 : Modéle du complexe de cytokinése de Synechocystis
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D. Comparaison de I’appareil cytokinétique cyanobactérien et

chloroplastique

Les cyanobactéries constituent un trés bon modele du chloroplaste dont une cyanobactérie
ancestrale serait a l’origine (Gray, 1993). Nous avons donc recherché dans le génome
d’Arabidopsis thaliana, si les facteurs cytokinétiques que nous avons décrit étaient conservés.
A D’exception des protéines FtsZ, ZipN, MinD et MinE ; aucun des acteurs que nous avons
décrit au cours de cette étude ne possede d’homologue chez A. thaliana. Toutefois, nous
n’avons recherché que des homologues des facteurs cytokinétiques des modeles E. coli et B.
subtilis qui sont donc relativement €éloignés phylogénétiquement des chloroplastes. 11 est fort
probable que nous n’ayons pas encore identifié 1’ensemble des facteurs cytokinetiques des
cyanobactéries ; et que, parmi ces protéines inconnues, certaines soient conservées chez le
chloroplaste.

Concernant, la protéine ZipN/Arc6, qui est restreinte aux cyanobactéries et aux plantes ;
les études menées chez ces organismes montrent que la fonction globale de coordination de la
machinerie de cytokineése de ce facteur est conservée bien que ses partenaires protéiques soit

différent (I.B.3.2) (Article 3).

Les chloroplastes sont des organites se développant a 'intérieur de cellules eucaryotes
alors que les cyanobactéries sont en contact direct avec le milieu extérieur. Il parait donc
évident que I’on retrouvera de nombreuses différences entre les machineries de division. En
outre, de nombreuses études montrent qu’un certain nombre des facteurs cytokinétiques
chloroplastiques dérivent de composants cytosqueletiques de la cellule héte (Yang, et al.,

2008), notamment la dynamine.

La Figure 43 présente un des modeles proposés de 1’appareil de cytokinese du
chloroplaste (Yang, et al., 2008). Les protéines PDV1, PDV2, Arc5, MSL2, MSL3, GCI sont
spécifiques des chloroplastes et ne possedent pas d’homologue identifiable chez les

cyanobactéries.
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Figure 43 : Modé¢le du complexe de division du chloroplaste chez A. thaliana

(Yang, et al., 2008)

I1I. Discussion & Perspectives 180



E. Perspectives

Nous n’avons pour le moment trouvé aucun homologue (fonctionnel) des protéines d’E.
coli, FtsE, FtsX, FtsK, FtsB, FtsL et FtsN chez Synechocystis. Par conséquent, il semble
probable qu’un certains nombre de facteurs du septosome cyanobactérien restent a identifier.
Ces facteurs encore inconnus pourraient, d’ailleurs, étre spécifique des cyanobactéries et avoir
des homologues chez les plantes.

Par la suite 1l serait donc intéressant de réaliser des purifications, in vivo, du complexe de
cytokinese de Synechocystis atin de découvrir de nouveaux acteurs de la cytokinese de cet
organisme. Il serait également possible de réaliser une banque génomique dans les plasmides
du systeme double-hybride, et de tester cette banque contre les protéines que nous avons
décrites.

Il sera également important de caractériser les fonctions moléculaires précises des
protéines ZipN, ZipS/Ftn6, Cdv3 et YlmD. Notamment, I’étude de la relation entre la

cytokingse et la ségrégation des chromosomes est un sujet crucial.

Derriere 1'investigation de 1’assemblage du divisome cyanobactérien ; un des grands
enjeux des prochaines années sera de comprendre comment la cytokinese est connecté aux
réseaux métaboliques et aux régulateurs contrflant la croissance cellulaire. La recherche
globale d’interactants des facteurs cytokinétiques permettra d’ouvrir des pistes de recherche

dans ce sens.

Nous avons évoqué, tout au long de ce manuscrit, les différences entre les organismes
sphériques et cylindriques ainsi que des grandes questions sous jacentes a ces observations.
L’analyse comparative de Synechocystis (sphérique) et S. elongatus (cylindrique) pourra
apporter des éclairements a cette question : la forme sphérique est elle une forme par défaut

comme le suggere certains mutants sphériques d’E. coli ?

Les cyanobactéries sont des organismes ayant un impact énorme sur notre environnement
(renouvellement de 1’oxygene, production de biomasse pour chaine alimentaire, potentiel
biotechnologique — I.B.1). De plus en plus de polluants (métaux lourds, pesticides ...) sont

retrouvés un peu partout sur la planete et pourrait par conséquent interférer avec les
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composants responsables de la cytokinése de ces organismes. La connaissance de ces

protéines pourrait permettre de mieux cibler les recherches des effets de ces toxiques.

Par ailleurs, certaines cyanobactéries des genres Anabaena, Aphazinomenon,
Cylindrospermopsis, Microcystis, Nodularia, Oscillatoria, Planktothrix (Feuillade, 1992)
produisent des toxines qui sont dangereuse pour la faune aquatique. Lorsqu’une efflorescence
de cyanobactéries a lieu dans un plan d’eau utilis¢ comme réserve d’eau potable, zone de
production halieutique ou de loisirs, il existe un risque sanitaire sérieux. La protéine ZipN,
restreinte aux cyanobactéries et aux plantes, pourrait, par conséquent, étre une cible

intéressante de molécule anti-cyanobactérienne.
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ALIGNEMENT DES PROTEINES ANALYSEES ET DE LEURS HOMOLOGUES

Les couleurs utilisées pour les alignements découlent du diagramme suivant

aliphatic

aromatic

non-polar

, tiny

small

*positive

‘polar

ch:u'i:ed

Figure 1. AVenn diagram showing the relationship of the 20
naturally occurring amino acids to a selection of physio-chemical

properties thought to be important in the determination of
protein structure.
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Alignement de protéines ZipN cyanobactériennes

Domaine II

Domaine III

Domaine IV

Domaine V

Fragment transmembranaire

*

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Domaine 1 (Domaine DnadJ)

aa mutés lors de 1’étude des

interactions de la protéine ZipN

L
L
L
L
L
L
L
L

-DNAATTKVAVENRGDSNNGHFDVQ
ASKQLKKRTSYQNRETKAASDFHSN|
LNPESSAENLDSQGGEAAAASPEYP
QEAGESPS--PRSATEAVSESSPLT
————————————— QSILAESAPPDIG-MEROES
————————————— DDLIAQLDPDATHPHMENS DE
WLIDSSHAAY]

QTLPTSSLSLDIDDTA-——---
KRSIDLNRLPSANNGS-—-——————-
KKDVFERNRPYTSPAA-—-———————

QPPQAPALGSGR-————--=--—
QPPOSPTLGSER---——--——=--—

qul e e e o e e o
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Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

I
I
I
I
I
I
I
I
I
L
L

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus

Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus 2 LBoGE-A [ VL
Synechocystis ESKLATGE -[§piT YL
Anabaena variabilis I i LL L
Trichodesmium erythraeum I LL YL
Microcystis aeruginosa YL
Cyanothece Y )|
Y 1|
V1,
L

Synechococcus elongatus = ——---————mmmmm————m—m—— e —— VELPSDLMPEPLPVEPLEVR
Synechocystis S FTTDNSFASPALLSTATESETPMVHS|
Anabaena variabilis AETTNEWAVINRQSFSQPSANSYSGGTPVTKRTPGKANRPGDAHTRQMPQRSHP
Trichodesmium erythraeum AEVANQWVVVQ-———-— PRRSNHNKKQMFDPKELEKLN-VSDLEDKDIS-RVD
Microcystis aeruginosa PDEKVPVEVREKA----SEPLESEVNVLKTHTPPTHLNPVPGV@PMRES-AYSS|
Cyanothece Sm—mm PPKPQGVMNPEK--NPPSRS-RLHN
Acaryochloris marina P VSPRMPASTTS@MDLPLLAKQGSETLGSA
Thermosynhecococcus elongatus S IAP-EPPATT LPEVIRP---TVAVP
Gloeobacter violaceus P APAPEPRPARVIASGASSGTI
Synechococcus S————— ARLGSAATVTGAGLSSAPSADASHPHEAA
Prochlorococcus marinus - NRASSLGKAFAGHSLKQPFPWAPLHPDGI
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Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus

Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus
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Synechococcus elongatus
Synechocystis

Anabaena variabilis
Trichodesmium erythraeum
Microcystis aeruginosa
Cyanothece

Acaryochloris marina
Thermosynhecococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Synechococcus
Prochlorococcus marinus
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Alignement des protéines FtsQ de protéobactéries, bactéries gram-positives et cyanobactéries

Domaine transmembranaire

Domaine a

Domaine B

Domaine ¥y

Salmonella enterica
Escherichia coli
Yersinia pestis

Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena viriabilis
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus subtilis
Bacillus Cereus

Salmonella enterica
Escherichia coli
Yersinia pestis

Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena viriabilis
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus subtilis
Bacillus Cereus

Salmonella enterica
Escherichia coli
Yersinia pestis

Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena viriabilis
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus subtilis
Bacillus Cereus
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Salmonella enterica
Escherichia coli
Yersinia pestis

Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena viriabilis
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus subtilis
Bacillus Cereus

Salmonella enterica
Escherichia coli
Yersinia pestis

Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena viriabilis
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus subtilis
Bacillus Cereus

Salmonella enterica
Escherichia coli
Yersinia pestis

Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
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Alignement des protéines Ftsl de protéobactéries, bactéries gram-positives et cyanobactéries

Domaine transmembranaire

- Domaine nPBP

- Domaine PBP

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongates
Synechocystis

Microcystis Aeruginosa
Anabaena varaiblilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceux

Escherichia coli
Salmonela enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
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Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
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Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus
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Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus

Clostridium perfringens H
Clostridium botulinum
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Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
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Prochlorococcus marinus LKRIDLFVNQS
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Bacillus subtilis
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Clostridium perfringens
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Clostridium botulinum |

Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus
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Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Synechococcus elongatus EN--
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Microcystis aeruginosa SPT—
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Prochlorococcus marinus LN-—
Gloeobacter violaceus
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Escherichia coli
Salmonelle enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
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Synechococcus elongatus
Thermosynechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Prochlorococcus marinus
Gloeobacter violaceus

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
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Alignement des protéines FtsW de protéobactéries, bactéries gram-positives et cyanobactéries

Domaine transmembranire
- Boucle cytoplasmique
- Boucle périplasmique

Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermysnechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium Botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonelle enteric
Yersinia pestis

Synechocystis

Microcystis aeruginosa

Anabaena variabilis

Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus

Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis
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Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis

Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus
Prochlorococcus marinus

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis
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Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Synechococcus elongatus
Gloeobacter violaceus

Prochlorococcus marinus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Escherichia coli
Salmonella enterica
Yersinia pestis
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Alignement des protéines SepF de bactéries gram-positives et cyanobactéries

Hélice amphiphile

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermmosynechoccus elongatus
Thermmosynechoccus elongatus?2
Gloeobacter violaceus

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Tel2

Gloeobacter violaceus

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Tel2

Gloeobacter violaceus

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Synechocystis

Microcystis aeruginosa
Anabaena variabilis
Thermosynechococcus elongatus
Tel2

Gloeobacter violaceus

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
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AMPHIPASEEK result for : UNK_229980

Abstract Sapay N, Guermeur Y, Deleage G. Prediction of hipathic in-plane b anchors in

P

pic proteins using a SVM classifier. BMC Bioinformatics. 2006, 7:255

10 20 30 40 50 60 70 80

MILTKLKDFVGISEEDEYEEDYDEEMEFPQSVASQPPAEEVAPPPRISREPLSLNNETSIGTGVRNNVIGMPGINNSVAE
AAAAAA

55444433233211122222222222332233211212223334444444443311122333332222221122333331
VVVVEPHSFDEMPQVIQTLRERKSVVLNLNVMDPEEAQRAVDFVAGGTFAMDGEQERIGESIFLFTPNCVKVSSLAGRSQ

hhhhhhhhhh hhhhhhhhhh?
22222221234445443222222221221111122343554443112212211133333344222332222244343222
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Prediction score
6.5 | E

-8.5

Prédiction d’hélice amphiphile pour la protéine SepF de synechocystis (NPS@)
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Alignement de protéines de la superfamille « DivIVA » de bactéries gram positives et de

cyanobactéries

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2
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Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1
Bacillus subtilis

Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2

Prochlorococcus marinus
Synechococcus elongatus
Acharyochloris marina
Thermosynechococcus elongatus
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Cyanothece

Synechocystis

Synechococcus

Gloeobacter violaceus

Clostridium perfringens 1
Clostridium botulinum 1
Bacillus subtilis

Bacillus cereus
Clostridium botulinum 2
Clostridium perfringens 2
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Coiled-Coils result for : UNK_228390

AbstractLupas, A., Van Dyke, M., and Stock, J. Predicting Coiled Coils from Protein Sequences, Science 1991 252:1162-1164.

1 3 T
' ! — - L | Score Window 14
8.8 ] Score Window 21 -
Score Window 28
8.6 ) B
8.4 | ’ 7| “1‘ ’ )
a.2 - | U_/ .
J | If . m
a 1 i 1 1 — 1
S8 1608 2eg 258

Under the sequence are the probabilities abbreviated to first digit for windows of 14, 21 and 28 residues and the corresponding heptads.
Coiled coils prediction result file (text): [Lupas]

Parameters :

Matrix : MTIDK
Weight of 2.5 for positions a & d : N

Prédiction de motif de type “coiled-coil” pour la protéine DivIVA de Synechocystis (NPS@)
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