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Résumé
Cette thése est composée de deux parties :

La premiere partie rend compte de 1’étude structurale de la protéine RrgA. RrgA est
associée au pilus du pathogeéne Streptococcus pneumoniae et participe aux premicres étapes
de colonisation chez I’hdte en se liant a plusieurs composés de la Matrice Extra Cellulaire.
Nous avons résolu la structure de cette protéine a 1.9 A par cristallographie aux rayons-X.
RrgA posséde une structure allongée formée de quatre domaines alignés d’origine eucaryote
et procaryote. En effet, trois domaines ayant des similarités structurales avec les IgG et le
domaine Cna-B semblent servir de piédestal pour orienter et présenter le domaine fonctionnel
de type Intégrine. Nous avons confirmé la formation de deux ponts isopeptidiques
stabilisateurs par spectrométric de masse. De plus, le domaine intégrine posseéde deux
insertions particuliéres dont la présence pourrait étre impliquée dans la reconnaissance des
divers substrats par RrgA.

La deuxieme partie de cette thése est axée sur 1’étude structurale du complexe ATPase
et de ExsB, la pilotine présumée du systeme de sécrétion de type III chez Pseudomonas
aeruginosa, bactérie opportuniste et jouant un réle majeur dans I’infection des patients
atteints de mucoviscidose. Pour la premiére fois, nous avons mis au point un protocole
d’expression et de purification sous forme soluble de I’ATPase PscN en complexe avec une
protéine partenaire, PscL. Des cristaux de ce complexe ont été obtenus au robot du PSB. Par
ailleurs, nous avons confirmé 1’expression de la lipoprotéine ExsB chez P. aeruginosa que
nous avons localisée au sein de la membrane externe. De plus, nous avons résolu la structure
de cette protéine qui présente un nouveau repliement et qui établie les bases structurales pour
I’étude des pilotines pour tous les systémes de sécrétion de type III de la famille Ysc.

Abstract
This manuscript is made up of two parts

The first part describes the structural study of RrgA from Streptococcus pneumoniae.
This protein is a pilus-associated adhesin that is able to bind to several components of the
Extra Cellular Matrix and thus, participates in the first steps of host colonization. We solved
the structure of RrgA to 1.9 A by X-Ray crystallography. We showed that RrgA folds into an
elongated 4-domain structure, and these domains display both eukaryotic and prokaryotic
origins. Actually, three out of the four domains are reminiscent of IgG and Cna-B structures
and act like stalks to orient and display the large Integrin-like domain. We confirmed the
presence of two isopeptide bonds by mass spectrometry and hypothesised that the two

inserted arms in the integrin domain could explain the wide variety of substrates RrgA can
bind.

The second part of this manuscript focuses on the structural studies of the ATPase
complex as well as ExsB, the putative pilotin of the type III secretion system from
Pseudomonas aeruginosa. This bacterium is a major threat in hospital-acquired infections and
the main pathogen found in cystic-fibrosis suffering patients. For the first time we were able
to express and purify the ATPase PscN in complex with its partner PscL. Crystallization trials
led to a very promising condition that is being refined. Moreover, we confirmed expression of
the lipoprotein ExsB in P. aeruginosa that we localised in the outer membrane. To have a
better understanding of this protein, we also solved its high-resolution structure that displays a
novel fold and our study paves the way for coming studies concerning pilotins.

Keywords : Pseudomonas aeruginosa, Type III Secretion System, X-ray crystallography,
Streptococcus pneumoniae, Pilus, Adhesin.
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PSB : Partnership for Structural Biology
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Rrg : Rof-like regulated gene

rpm : rotations par minute

SAD : Single-wavelength Anomalous Diffraction
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

SOD : Superoxide Dismutase

Srt : Sortase

T2SS : Systéme de sécrétion de type 11
T3SS : Systéme de Sécrétion de Type 111
T4bSS : Systeme de sécrétion de type IVb
TB : Terrific Broth

TEV : Tobacco Etch Virus

Tm : Température de fusion

TM : TransMembrane

TPR : TetratricoPeptide Repeat

Tris : Trishydroxyméthylaminométhane
TSA : Thermal Shift Assay

UA : Unité Arbitraire

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine
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Avant Propos :

J’ai rejoins le Groupe de Pathogénie Bactérienne de I’IBS pour effectuer mon stage de
Master II. Le sujet sur lequel j’ai travaillé pendant cette période de quelques mois concernait
la caractérisation structurale et fonctionnelle de protéines impliquées dans la biogene¢se du
pilus du pneumocoque. Pendant ce stage, j’ai pu m’initier a la cristallographie aux rayons X
en résolvant la structure d’une sortase, la sortase Srt-C3, en étroite collaboration avec Carlos
Contreras-Martel et Clothilde Manzano, membres du groupe. Parallelement a I’é¢tude de cette
sortase, j’ai initi¢ des tests de cristallisation de RrgA, I’adhésine du pilus du pneumocoque,
lesquels se sont avérés extrémement prometteurs. A la fin de cette période de stage, j’ai émis
le souhait de rester dans le groupe pour réaliser ma thése et Andréa Dessen m’a alors proposé
un sujet de thése financée par Vaincre La Mucoviscidose, association s’intéressant a la
biogenese du Systéme de Sécrétion de Type Il chez Pseudomonas aeruginosa, premiere
cause d’infections chez les patients atteints de cette maladie génétique. Pendant la premicre
année de ma these, j’ai donc travaillé parallélement sur deux projets le temps de terminer les
expériences et écrire un premier article sur RrgA. Cela explique que ce manuscrit soit
composé¢ de deux parties, une sur I’é¢tude du pilus du pneumocoque et 1’autre sur 1’étude du
Systéme de Sécrétion de Type Il chez Pseudomonas aeruginosa.

Au cours de ma thése, nous avons publi¢ la majorité des résultats que nous avons
obtenu et je compte aujourd’hui deux articles scientifiques et une revue en tant que premier
auteur ainsi que deux articles et une revue supplémentaires en co-auteur . Pour cette raison, le
manuscrit que je vous présente est une thése sur publications. Une introduction ainsi qu’une
section « Matériel et Méthodes » explique cependant le contexte scientifique de chacune de

mes deux publications.
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S. pneumoniae Introduction

I  Streptococcus pneumoniae

I.1  Présentation générale

C’est en 1881 que deux microbiologistes, George M. Sternberg aux Etats-Unis et
Louis Pasteur en France, isolérent cette bactérie organisée en paires ou en chainettes dans des
¢échantillons de salive. Les deux chercheurs démontrent par la suite le role pathogene de la
bactérie et I’identifient comme agent responsable de pneumonies, ce qui lui a valu d’étre
nommée Diplococcus pneumoniae. Ce n’est qu'en 1974 qu’elle prit le nom actuel de
Streptococcus pneumoniae de part ses caractéristiques morphologiques lors de la croissance
sous forme de chainettes en milieu liquide (du grec « Strepto » pour « chaine » et « coccus »

pour « graine »).

Figure 1 :

Cliché de microscopie
électronique de S. pneumoniae
non encapsulé

Streptococcus pneumoniae est une bactérie a Gram-positif, et est communément

appelée « pneumocoque ».

Le pneumocoque réside sous deux formes différentes dites non-encapsulée et
encapsulée, cette derniere étant la forme pathogeéne (Watson et Musher, 1990). La capsule est
un déterminant antigénique majeur et son role dans les processus physiopathologiques est tres
important. La nature chimique de ces composés polysaccharidiques varie et a I’heure actuelle,
91 types de capsules ont été identifiés ce qui a permis de caractériser autant de sérotypes

différents, le dernier ayant été identifi¢ en 2007 (Park et al., 2007).

1.2 Pathologies et données épidémiologiques

Streptococcus pneumoniae est une bactérie commensale des voies respiratoires

supérieures, souvent a l’origine d’infections de la sphére oropharyngée, mais aussi de
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pneumopathies communautaires et de méningites. La colonisation de la muqueuse du
rhinopharynx se fait dés le troisieme mois de vie du nourrisson pour atteindre un taux de
portage maximum de 50% vers 1’age de 2 a 3 ans, notamment en hiver et chez les enfants
vivant en collectivité. Ce taux diminue ensuite avec 1’age pour atteindre 5 a 10% chez
I’adulte. L’infection clinique associant une réaction inflammatoire et une prolifération
microbienne est généralement induite a la suite d’une infection virale ou lorsque le sujet
posséde un systéme immunitaire affaibli comme chez les jeunes enfants, les personnes agées
ou immunodéprimées. La migration de la bactérie vers des régions stériles conduit au
développement de maladies dites non invasives comme les sinusites, les otites et les
bronchites. L’acces aux poumons et le développement des pneumonies est facilité par deux
composés bactériens sécrétés, la pneumolysine et une protéase spécifique des
Immunoglobulines A1 humaines (Weiser 2010). Enfin, dans les cas les plus graves et sous
I’action de neuraminidases et hyaluronidases qui dégradent le tissu conjonctif, le
pneumocoque peut passer la barriére hémato-encéphalique et donner lieux a des infections

invasives comme les méningites.

Un rapport de I’OMS évalue le nombre de personnes décédant chaque année d’une
infection au pneumocoque a plus de 1,6 million, incluant 0,7 million d’enfants de moins de 5
ans (Wwww.who.int).

En France, en 2008, 6679 cas d’infections invasives a S. pneumoniae ont été dénombrés
parmi lesquels 611 méningites et 6068 bactériémies. Entre 2007 et 2008, sans considération
d’age, le nombre d’infections invasives a significativement augmenté (+14%) (Dorléans et al.
2010 ; INVS). Cependant, concernant les sujets entre 0 et 23 mois, le nombre de ce type
d’infection est en forte diminution (-32,5%) probablement grace a la large couverture du

vaccin Prevenar®.

1.3 Les traitements

[.3.1  Les traitements préventifs

De nos jours, la vaccination est le principal moyen de prévenir les infections au
pneumocoque dans les pays développés. Deés les années 1920, il fut montré que les
polysaccharides capsulaires étaient antigéniques et pouvaient étre intégrés dans un vaccin. Le

premier vaccin fut créé en 1945 lorsque le docteur Bernhardt et son équipe ont immunisé des
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patients avec des polysaccharides de la capsule (MacLeod et al., 1945). Toutefois,
I’enthousiasme grandissant autour des antibiotiques mena rapidement a 1’abandon des
recherches sur les vaccins. Ce n’est qu’au milieu des années 1960 que les polysaccharides de
la capsule furent réellement étudiés. Depuis 2010, le groupe pharmaceutique Pfizer
commercialise en France un vaccin conjugué (Prevenarl3®) comportant des antigénes
appartenant aux 13 sérotypes les plus communs dans les infections dues au pneumocoque. Ce
vaccin se compose également d’une toxine diphtérique permettant une meilleure stimulation
du systéme immunitaire des enfants en bas age.

Le principal inconvénient de ce type de vaccin réside dans son colt de fabrication qui
est trés €élevé mais aussi dans le fait que la protection reste restreinte a quelques sérotypes
uniquement. En effet, d’une part, le colt de fabrication des vaccins conjugués rend difficile
leur mise en ceuvre dans les pays en voie de développement et d’autre part, ce vaccin laisse
I’opportunité aux sérotypes non-vaccinaux de se développer, ce qui a dores et déja été
rapporté concernant 1’utilisation d’un vaccin heptavalent (Prevenar®) en France mais aussi

aux Etats-Unis (Lepoutre et al., 2008, Moore ef al., 2008).

[.3.2  Les traitements curatifs et le développement des résistances

Avec I’utilisation intensive des antibiotiques, les premieres souches résistantes a la
pénicilline sont identifiées dés 1977 en Afrique du Sud dans un hdpital de Johannesburg
(Jacobs et al., 1978). Ces souches se sont alors rapidement disséminées a travers le monde et
en 2002, en France, plus de 53% des souches de pneumocoques présentaient une sensibilité
diminuée a la pénicilline (rapport d’activit¢ 2009 du Centre National de Référence du

Pneumocoque; www.invs.sante.fr). En 2008, de nombreux pays européens €taient confrontés

a une forte incidence de souches de pneumocoques a sensibilité diminuée a la pénicilline
(Figure 2), (Rapport annuel 2008 de I’EARSS: European Antimicrobial Resistance

Surveillance System).
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Figure 2 :

sensibilité diminuée

(EARSS Annual report 2008)

LU ¢ M1

Le développement de résistance a la pénicilline n’est pas un cas isolé et il a été rapporté des
taux de résistances ¢élevés a d’autres antibiotiques de la classe des B-lactamines (comme
I’amoxicilline et le céfotaxime), mais aussi a d’autres classes d’antibiotiques notamment aux
sulfamides, a la tétracycline et au chloramphénicol (CNRP, rapport d’activité 2009). De ce
fait, un consensus médical de traitement des infections pneumococciques a vu le jour en 2008
et prévoit, pour les cas les plus difficiles, 1’utilisation conjointe de deux céphalosporines de
3% génération, le Céftriaxone et le Céfotaxime (Fédération Francaise d’Infectiologie,

www.infectiology.com).

[.3.3  Vers de nouvelles cibles thérapeutiques

L’émergence rapide de sérotypes non-vaccinaux (remplacement sérotypique) ainsi que
I’évolution importante de phénomenes de résistance et de multi-résistance poussent les
scientifiques a s’intéresser a de nouvelles cibles pour le développement de molécules a visée
pharmaceutique afin de prévenir les infections aux pneumocoques. Les facteurs de virulence
exposés a la surface bactérienne pourraient étre des cibles potentielles. Ces derniers étant pour
la plupart conservés chez de nombreux sérotypes, leur introduction dans un vaccin pourrait

limiter 1I’émergence de nouvelles souches.
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II Les facteurs de virulence

Les facteurs de virulence du pneumocoque sont trés importants dans les étapes de
colonisation et d’infection et ne sont pas tous exprimés de la méme facon par les différents
sérotypes. Ceci explique en partie la différence de toxicité des différentes souches (Mitchell et
Mitchell, 2010). Le pneumocoque posseéde de nombreux facteurs de virulence et le role des

plus importants d’entre eux sera détaillé dans les prochains paragraphes.

II.1 La capsule

La capsule polysaccharidique est probablement le facteur de virulence le plus
important chez le pneumocoque. En effet, celle ci joue un réle protecteur majeur notamment
contre les anticorps exprimés par 1’hote. En absence de capsule, les anticorps se lient a la
surface de la bactérie et active la cascade du complément. Dans le cas de souches
encapsulées, la présence de cette couche polysaccharidique empéche les anticorps et le
fragment iC3b issu du complément d’atteindre leurs récepteurs a la surface de la bactérie.
Ceci a pour effet de diminuer I’opsonisation de la bactérie par les macrophages (Hyams et al.,
2010). La capsule protége aussi de la clairance mucocilliaire, de certaines molécules

antibiotiques et de I’autolyse bactérienne (Nelson et al., 2007a ; Van der Poll, 2009).

I1.2  La pneumolysine

La pneumolysine est une cytotoxine de 52 kDa présente au sein du cytoplasme de
toutes les souches de pneumocoque. Lors de la lyse des bactéries, cette Cytolysine
Dépendante du Cholesterol (CDC) est libérée en trés grande quantité a proximité de la

membrane des cellules hotes.

290A ] 400 A

Figure 3: Pore formé
par la pneumolysine

Cliché de microscopie
¢électronique du prépore
et du pore de
pneumolysine.

Les monomeres
s’assemblent pour former
un prépore puis un pore
Prépore Pore (Tilley et al., 2005).

25



S. pneumoniae Introduction

L’oligomérisation des monomeres de pneumolysine conduit a la formation du prépore. Dans
un deuxiéme temps, des changements structuraux trés importants sont effectués, notamment
la transition de tout un domaine d’une forme hélicale vers une forme en feuillet béta qui va
s’enchasser dans la membrane et in fine, mener a la formation du pore. Un tel pore, avec un
diamétre de prés de 400 A (Figure 3), induit des disfonctionnements cellulaires majeurs
conduisant a la mort de la cellule (Tilley et al., 2005).

Lorsque la concentration ne permet pas la formation d’un pore, principalement pendant les
premiceres étapes de I’infection, il a été démontré que la pneumolysine pouvait causer d’autres
effets comme 1’induction de I’apoptose (Braun et al., 2002), P’activation de la voie du
complément (Mitchell ez al., 1991) et induire des réactions pro-inflammatoires au niveau des

cellules immunitaires (Cockeran et al., 2001).

II.3  Les protéines a LPxTG

Les protéines a motif LPXTG sont une grande famille de protéines associées de
manic¢re covalente au peptidoglycane par une enzyme appelée sortase. Les protéines
possédant ce motif sont ancrées a la surface de la bactérie. Le pneumocoque exprime de
nombreux facteurs de virulence utilisant ce motif. Il s’agit notamment de la hyaluronidase, de

la neuraminidase de la protéase a sérine PrtA et de la protéase des [gA1l.

* La hyaluronidase dégrade les acides hyaluroniques qui sont des composants de la
matrice extracellulaire. Comme il a été montré pour les triponémes (agent causal de la
syphillis, bactéries de la famille des spyrochetes), (Fitzerald et al., 1987), I’action de
cette protéine facilite la dissémination du pathogeéne au sein de 1’hdte (Paton et
Ferrante, 1983) mais provoque aussi l’inflammation des tissus pulmonaires via

I’interaction avec des cytokines pro-inflammatoires (Mitchell et Mitchell, 2010).

* La neuraminidase, comme son nom I’indique, est une enzyme qui dégrade 1’acide N-
acétylneuraminique présent dans les glycolipides, les lipoprotéines et les
oligosaccharides a la surface des cellules. Ceci permet a la bactérie d’avoir acces a de
nombreux récepteurs membranaires normalement masqués. De plus, les effets de la

neuraminidase pourrait favoriser la formation de biofilms (Trappetti et al., 2009).
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* PrtA est une protéine récemment découverte suite a une recherche génomique sur le
sérum de patients ayant été infectés par différentes souches de pneumocoque. Peu de
choses sont connues sur cette protéine de la famille des subtilases (protéases a sérine
comme la subtilisine). Cependant son rdle dans la virulence a clairement été¢ démontré
en modele murin et de nombreuses recherches s’intéressent maintenant a cette
protéine. En effet, une souche mutante n’exprimant pas cette protéine présente une
virulence amoindrie (Bethe et al., 2001). Il est aussi important de noter que
I’expression de PrtA est co-régulée avec d’autres facteurs de virulence, comme la

pneumolysine et le pilus de type I (PI-I), par le facteur de transcription (Psa)R.

* La protéase des IgAl
Le pneumocoque posséde une protéase particulicre capable de dégrader les
immunoglobulines A1 (IgA1) entre la région spécifique et le fragment commun (Fc).
Ces IgA1l sont les anticorps les plus nombreux au niveau du site d’interaction hote
pathogene. L’activité de la protéase conduit & une immunoglobuline tronquée, ou le
fragment commun (Fc) n’est plus présent. De ce fait, les récepteurs du Fc a la surface

des cellules de I’'immunité ne reconnaissent plus leur cible (Weiser, 2010).

I1.4 Les protéines liées a la choline (CBPs)

Les CBPs (pour Choline Binding Proteins) sont une famille de protéines associées a la
surface de la bactérie via I’interaction non covalente avec les résidus cholines présents au
niveau des acides teichoiques et lipoteichoiques au sein de la paroi bactérienne. Le nombre de
CBPs est dépendant du sérotype considéré et nombreuses sont celles qui sont impliquées dans
la virulence. Nous pouvons notamment citer les quatre principales: les enzymes

hydrolytiques LytA, LytB, LytC et CbpE.

* L’autolysine LytA joue un role important dans la virulence car son activité lytique (N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase) induit le relargage de produit de dégradation du
peptidoglycane possédant une activité hautement inflammatoire. De plus, il a été
récemment montré qu’une déficience en autolysine provoquait une diminution
drastique de la virulence en modele murin (Hirst et al., 2008). En effet, aprés

inoculation cérébro-rachidienne de souches pathogenes de pneumocoque, les souris
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meurent en 26 heures pour la souche sauvage et survivent a I’infection lorsque cette

méme souche est délétée de LytA.

* Les enzymes LytB, LytC et CbpE sont impliqués dans la colonisation du nasopharynx
(Gosink et al., 2000) mais leur role précis n’est pas encore bien connu. LytB est une
muramidase, LytC est une protéine de la famille du lysosyme et CbpE posséde une
affinité pour le plasminogene qui permettrait de faciliter le passage de la bactérie vers

les tissus profonds de I’hote (Attali et al., 2008).

II.S  Les pili

Certaines souches de pneumocoque possédent des structures
protéiques appelées pili a leur surface (Figure 4). Il existe deux types
de pili différents chez le pneumocoque pour lesquels la nomenclature
est basée selon leur date de découverte. PI-I (Pathogenicity-Islet I) a
¢té découvert en 2006 (Barocchi et al., 2006) et PI-2 en 2008
(Bagnoli et al., 2008). Les pili ont pour fonction principale

d’augmenter la capacité d’adhésion du pneumocoque sur les cellules

de I’hote.

Figure 4: Cliché de microscopie
électronique en coloration négative de S.
pneumoniae mettant en évidence la
présence des pili (Barocchi et al, 2006)

L’ensemble des facteurs de virulence du pneumocoque est détaillé dans deux revues récentes
de grand intérét :

J. N. Weiser (2010) : The pneumococcus : Why a commensal misbehaves.

A.M. Mitchell et T.J. Mitchell (2010) : Streptococcus pneumoniae : Virulence factors and

variation.

III Les pili

Les pili sont des structures associées a la surface des bactéries, qu’elles appartiennent
a la classe des Gram-positif ou des Gram-négatif. Ils sont définis comme étant des structures

protéiques non flagellaires composées de plusieurs sous-unités assemblées (Kline et al.,
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2010). IlIs ont tout d’abord été observés chez les bactéries a Gram-négatif en 1949 par
Anderson et Houwink puis en 1968 chez I’organisme a Gram-positif Corynebacterium renale
(Yanagawa et al., 1968). Dés lors, de nombreux noms leur ont été attribués comme « poils,
cils, filaments, fimbriaes, fibrilles, aiguilles et pili » mais au fil du temps, les noms de pili et
de fimbriae se sont imposés (Fronzes et al., 2008); les termes de « filaments» et
d’ « aiguilles » étant aujourd’hui associés au flagelle et a I’injectisome de type III (Cornelis,
2006). Les pili sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires comme 1’adhésion sur
les tissus hotes, 1’agrégation cellulaire, la formation de biofilms (Mandlik et al., 2008),
I’immunomodulation, la motilité (Jin et al., 2011) et le transfert d’ADN (Koebnik R, 2001).
Evidemment, un seul type de pili n’est pas capable de toutes ces fonctions et il a été démontré
que les pili des bactéries a Gram-négatif appartiennent a une des classes suivantes : les pili de
type I qui sont les plus récurrents, les pili de type IV ou les pili de type curli (Telford et al.,
2006 ; Fronzes et al., 2008). Dans ce manuscrit, je ne détaillerai que les ressemblances et
différences des pili de type I, assemblés par la voie « Chaperone-Usher » chez les bactéries a
Gram-négatif, avec les pili assemblés par la voie des sortases chez les Gram-positif. Ce choix
est motivé par les similitudes fonctionnelles de ces deux structures (adhésion sur tissus hotes,
agrégation, formation de biofilm et immuno-modulation), (Mandlik et al., 2007 ; Telford et
al., 2006).

En effet, bien que le mécanisme d’assemblage soit complétement différent (Figures 5 et 7), on
oublie souvent que les pili, quelque soit ’organisme qui les produit, doivent répondre a
certaines caractéristiques primordiales. Le role des pili est de créer une liaison extracellulaire
entre deux organismes. Cette liaison peut s’établir entre deux bactéries, comme c’est le cas
pour le transfert d’ADN notamment, ou entre un pathogeéne/symbiote et son hdte. Dans les
deux cas, la bactérie doit étre capable de former une liaison stable et trés résistante au milieu
extérieur et aux défenses immunitaires. Les bactéries a Gram-positif ont pour cela développé
une stratégie différente de celle utilisée par les Gram-négatif mais toutes deux présentent une

remarquable efficacité.
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III.1 Biogenése des pili de type I chez les bactéries a Gram-négatif.

III.1.1 Mécanisme général :

Les pili de type I sont les pili les plus représentés chez les bactéries et leur assemblage
ainsi que leurs fonctions sont bien connus. La figure 5 ci dessous, présente les principales

étapes de formation de ces pili assemblés par la voie « chaperone-usher ».

| i | e | | | |

. @000
TR TR
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Figure 5 : Modéle d’assemblage des pili selon la voie « Chaperone-Usher ».

Les pilines, sont exportées jusqu’au périplasme par la machinerie de sécrétion sec. Une fois dans le
périplasme, elles sont prises en charge par une chaperonne spécifique puis sécrétées via le « Usher », une
protéine membranaire. La polymérisation des pilines se fait spontanément par échange de brin donneur a
la surface de la bactérie.

Modge¢le construit a partir de la revue de K. Kline (Kline et al., 2010).

Dans ce systéme, les sous-unités formatrices du pilus, les pilines, sont ajoutées par le
bas. Une adhésine, doit étre positionnée au sommet du pilus (Jones et al., 1995 ; Lindberg et
al., 1987) et est donc la premicre protéine a étre secrétée. L’adhésine est importée dans le
périplasme via la machinerie de translocation « sec ». Une fois dans le périplasme, celle ci- va
étre prise en charge par une chaperonne (Figure 5, étape 1) pour limiter la dénaturation de la
protéine dans le périplasme et €tre escortée jusqu’au « usher », une protéine membranaire
servant de plateforme d’assemblage et permettant la sécrétion des pilines (étape 2). A son
tour, la piline majeure est secrétée par le systeme et s’associe avec 1’adhésine. Contrairement
a I’adhésine, plusieurs molécules de piline majeure sont sécrétées et interagissent pour former
le corps du pilus (étape 3, 4 et 5). Enfin, un terminateur est sécrété a la base du pilus en cours

de synthése provoquant 1’arrét de la biogenéese de celui-ci (Baga et al., 1987).
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III.1.2  Mécanisme moléculaire d’assemblage

Comme expliqué précédemment, les pilines doivent former une structure trés cohésive,
résistante au milieu extérieur et au systéme immunitaire de 1’hote. La stratégie développée ici
repose sur « I’échange de brin donneur ». En 2007, I’équipe du Professeur Gabriel Waksman
a piégé un complexe de deux pilines majoritaires dont 1’'une est associée a une chaperonne

(Verger et al., 2007), (Figure 6).

Piline 1

Figure 6 : Structure d’un complexe entre deux pilines majoritaires et une chaperonne.

Les deux pilines sont associées entre elles par un mécanisme appelé échange de brin donneur. La piline 2
est associée a une chaperonne par le méme mécanisme. Ceci permet aux pilines de se stabiliser
mutuellement et de créer un complexe d’une grande affinité. (D’aprés Verger et al., 2007).

Les sous-unités pilines possédent un repliement proche des immunoglobulines avec deux
variations. La premiére est que le brin béta C-terminal classique est absent, laissant une cavité
tout au long de la structure de la protéine. La deuxiéme variation est une extension amino-
terminale. Au cours de la polymérisation des pilines, I’absence du brin béta de la piline en
position « i» est complémentée par 1’extension amino-terminale de la piline en position i+1
(Figure 6). Ainsi, le repliement immunoglobuline complet est reconstitué, la structure est
stabilisée et les pilines sont intimement associées. Dans le cas ou le pilus est en cours de
polymérisation, la dernicre piline est stabilisée par un brin béta appartenant a sa chaperonne
(Figure 6). Lorsque la piline suivante sera intégrée a la fibre, son extrémité amino-terminale
viendra déplacer le brin béta de la chaperonne de la piline précédente selon un mécanisme
appelée « échange de brin donneur ». Le complexe ainsi formé, bien que non-covalent,

permet une grande stabilité de la structure.
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II1.2 Biogenése des pili chez les bactéries a Gram-positif.

La biogenese des pili des bactéries a Gram-positif repose sur 1’action spécifique
d’enzymes, appelées les sortases (Ton-that et Schneewind, 2003). Un paragraphe particulier
leur est dédié dans ce manuscrit car 1’étude de ces enzymes dans la biogenese du pilus est tres
importante. De plus, au cours de mon stage de Master II, j’ai participé a la caractérisation
structurale de ces enzymes, projet initi¢ en 2006 au sein de notre groupe. Ces enzymes sont
des transpeptidases a cystéine et catalysent 1’association covalente des pilines entre elles. Les
sortases reconnaissent un motif particulier sur la protéine partenaire, il s’agit du motif LPxTG
(Schneewind et al., 1992). La réaction de transpeptidation s’effectue en deux étapes. Une
premiére étape ou la chaine latérale de la cystéine catalytique conservée réalise une attaque
nucléophile entre la thréonine et la glycine du motif LPxT-G formant ainsi un complexe acyl-
enzyme covalent de séquence LPxT-C. Lorsque I’accepteur final de la réaction est a
proximité, ce motif est de nouveau attaqué et la sortase perd son substrat au profit de

I’accepteur. C’est la réaction de transpeptidation.

La figure 7 suivante met en évidence leur role primordial dans la biogénése des pili chez les

bactéries a Gram-positif.

Figure 7: Modéle d’assemblage des pili chez les bactéries a Gram-positif

Les pilines, sont exportées jusqu’a leur lieu d’assemblage par la machinerie de sécrétion sec. Une fois a
I’extérieur, elles sont prises en charge par leur sortase spécifique. L’adhésine est associée a une piline
majeure (1), puis les pilines majeures sont polymérisées pour former le corps du pilus (2). Enfin un
terminateur est intégré a la base du pilus (3) puis I’ensemble de la structure est transféré sur le lipide II,
précurseur du peptidoglycane.

Modg¢le adapté de la revue de AP. Hendrickx (Hendrickx et al., 2011).
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Chez les bactéries a Gram-positif, les pilines possédent toutes un motif LPXxTG
dégénéré qui leur est propre et qui leur permet d’étre prises en charge par une sortase
spécifique ancrée a la membrane. Dans ce modele, 1’adhésine et la piline majoritaire sont
ancrées a la membrane via leur queue hydrophobe (Figure 7). Dans un premier temps, elles
subissent 1’attaque nucléophile de leur sortase spécifique et un complexe acyl-enzyme est
formé. La piline majoritaire possede un motif supplémentaire, appelé « motif piline » (Ton-
that et Schneewind, 2003) au sein duquel une lysine en surface est strictement conservée. Le
groupement ¢ amino de cette lysine conduit une nouvelle attaque nucléophile sur le motif
LPxTC du complexe adhésine-sortase (étape 1) et mene a la liaison covalente de I’adhésine
sur la piline majoritaire. Dans un deuxi¢me temps, les attaques répétées des pilines
majoritaires sur elles-mémes permettent la croissance du pilus (étape 2). Enfin,
I’incorporation d’une piline accessoire a la base du pilus joue probablement le rdéle de
terminateur (étape 3) et le pilus ainsi formé est transféré sur le lipide II, précurseur du

peptidoglycane (Hendrickx et al., 2011).

III.3 Conclusion sur les pili

Comme on peut le voir en comparant les deux modeles d’assemblages, les pili des
bactéries a Gram-positif et les pili de type I des Gram-négatif sont a premiere vue
relativement semblables. Ils ont une méme fonction, celle de projeter une adhésine a distance
de la paroi bactérienne et une méme architecture globale. Seule la biogenése du pilus est
différente puisque les pilines sont associées de maniére covalente chez les Gram-positif et
sont stabilisées par échange de brin béta chez les Gram-négatif.

Etant des facteurs de virulence importants, les pili sont rapidement devenus des cibles
potentielles pour I’antibiothérapie et des inhibiteurs ont été développés contre les chaperonnes
de la voie « Chaperone-Usher » et contre les sortases (Chorell ef al., 2010 ; Maresso et
Schneewind., 2008). Chez les bactéries a Gram-positif, les pilines et les sortases servant a la
biogenese du pilus différent d’une espéce a I’autre et parfois méme d’un sérotype a 1’autre
(Mandlik et al, 2007). 11 est donc important d’étudier spécifiquement, organisme par
organisme, la biogenese des pili. Au laboratoire, nous étudions le pilus (PI-I) du

pneumocoque.
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IV Découverte du pilus chez le pneumocoque.

En 2002, aprés le séquencage complet des génomes de plusieurs souches de
pneumocoque, I’équipe du Dr Camilli met en évidence un locus particulier au sein du
sérotype 4 de S. pneumoniae (Figure 8). Ce locus est un opéron codant pour un régulateur
transcriptionnel RIrA (Rof-like regulator gene A) et six autres protéines dont trois possedent
des similarités de séquence avec des protéines de la famille des MSCRAMM (Microbial
Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules) connues pour leurs fonctions
d’adhésion favorisant 1’interaction des bactéries avec les tissus des cellules de 1’hote (Patti et
al., 1994 ; Joh et al., 1999). Ces trois protéines sont dénommées RrgA, RrgB et RrgC pour
« Rof-like regulated gene » et possédent toutes un motif de reconnaissance aux sortases. Les
trois protéines restantes codées par I’opéron présentent justement de fortes homologies de
séquence avec les protéines de la famille des sortases et sont appelées Srt-C1, Srt-C2 et Srt-

C3 (Hava et Camilli, 2002). Par ailleurs, les auteurs montrent par mutagenese que RrgA et la

Figure 8 : Schéma de I’ilot de pathogénicité
PI-I chez S. pneumoniae
(Hava et Camilli, 2002)

sortase Srt-C3 sont importantes pour la virulence de la souche.

o

Ce n’est que 4 ans plus tard, que I’équipe de B. Henriques-Normark met en évidence le lien
entre cet opéron et la présence du pilus chez le pneumocoque (Barocchi et al., 2006). Bien
qu’il ne soit exprimé que chez 30% des souches (Aguiar et al, 2008), Barocchi et ses
collégues montrent que la présence du pilus est associée a une exacerbation de la virulence de
la souche en modele murin (Figure 9). En effet, aprés inoculation intra-nasale de la souche
sauvage, seulement 10% des souris survivent apreés deux jours contre 55% pour la souche A

(rrgd, srt-C3).
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Comme on peut le voir, le pilus du pneumocoque joue un rdle prépondérant dans la
virulence de la bactérie. L’¢tude de ces pili, leur biogenése mais aussi leur structure,
permettra de mieux comprendre leur role comme facteur de virulence. Une revue récente met
en évidence que les pili exprimés a la surface des bactéries a Gram-positif possedent
généralement une architecture génétique commune, avec au minimum une sortase pour
catalyser I’attachement des pilines entre elles, une adhésine et une piline majeure sur laquelle
I’adhésine est attachée (Kreikemeyer et al., 2011). Il est donc indispensable d’étudier ces
protéines afin d’en comprendre la fonction et, a terme, développer des molécules dirigées

spécifiquement contre elles.

V  Les adhésines chez les bactéries a Gram-positif

L’adhésion des bactéries aux tissus de 1’hote est une étape critique pour
I’établissement de la pathogénie. Cette étape est cependant rendue difficile par la répulsion
¢lectrostatique engendrée par les membranes des deux cellules. Pour cette raison, les bactéries
ont développé des adhésines dont la structure est telle que le domaine fonctionnel est projeté a
distance de la paroi, augmentant ainsi les chances de rencontre avec le substrat. D’apres
Krishnan et Narayana (Krishnan et Narayana, 2011), il existe majoritairement deux types
d’adhésines chez les bactéries a Gram-positif : les MSCRAMMSs (Microbial Surface
Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules) qui sont ancrées a la paroi des bactéries
par la sortase A et les adhésines projetées au sommet des pili. Parmi les MSCRAMMs, les

structures de plusieurs protéines en complexe avec leurs substrats ont permis d’identifier le
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site protéique impliqué dans I’adhésion. En effet, les structures des protéines Cna de S. aureus
en complexe avec du collagéne (Zong et al., 2005) et de CIfA (Clumping Factor A) en
complexe avec du fibrinogene (Ganesh et al., 2008), par exemple, permettent d’identifier avec
précision le type d’intéraction de ces adhésines avec leurs substrats. Concernant les adhésines
des pili, il n’existe encore aucune structure obtenue en complexe avec un substrat, ce qui peut
rendre difficile le développement de molécules inhibitrices.

Etant souvent multi modulaires (Krishnan et al., 2007 ; Figure 10), les adhésines des pili chez
les Gram-positif peuvent utiliser différents domaines d’origine eucaryotes et procaryotes
(Izor¢ et al., 2010 ; Konto-Ghiorghi et al., 2009) pour lier leur substrat. En effet des domaines
issu des intégrines, des domaines de type IgG-Cna ou encore des domaines von Villebrand de
type A sont couramment mis en évidence par 1’analyse de séquence des adhésines des pili.
Etant donné leur variabilit¢ de structure, 1’étude des pilines doit étre spécifique a un

organisme et est difficilement adaptable a d’autres bactéries.

V.1  Structure des adhésines de pili.

Mise a part la structure de RrgA, présentée en partie résultats et qui représente la plus grande
des adhésines de structure connue a ce jour, il n’existe actuellement que deux structures
d’adhésines de pilus (Figure 10).

Comme on peut le voir sur la figure suivante, les adhésines des pili sont tres différentes, aussi

bien en taille que dans les domaines mis en jeu lors de la reconnaissance de leur substrat.
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GBS52 Spy125

Figure 10 : Comparaison des structures des adhésines de S. agalactiae GBS52 et de S. pyogenes Spy125

GBS52 est une protéine composée de deux domaines IgG-CnaB like, Spy125 est composée de deux domaines [gG-CnaB
like et d’un domaine de structure inconnue. Les domaines « piédestal » sont représentés en jaune et le domaine
fonctionnel, médiant 1’adhésion est coloré en rouge dans les deux cas. La fléche bleue marque la présence d’un pont
thioester au sein de ce domaine.

GBS52 : Krishnan et al., 2007 ; Code PDB: 3PHS Spy125 : Pointon et al., 2010 ; Code PDB : 2XID

Les domaines IgG-like sont des domaines retrouvés chez toutes les pilines connues a
ce jour. GBS52 et Spy125 n’échappent donc pas a cette régle. GBS52 est 1’adhésine du pilus
du pathogene S. agalactiae et est composée de deux domaines IgG-like dont un, le domaine
carboxy-terminal, porte la fonction d’adhésion (domaine rouge, Figure 10a). En effet, couplé
a des billes fluorescentes, seul le domaine C-terminal posséde la capacité d’adhérer aux
cellules épithéliales pulmonaires (Krishnan et al., 2007).

Spy125 est I’adhésine du pilus du pathogene S. pyogenes. Cette adhésine est trés intéressante
du point de vue du mécanisme d’adhésion proposé. En effet, le domaine impliqué dans la
reconnaissance des cellules de 1’hote (domaine rouge, Figure 10b) posséde un nouveau
repliement qui n’avait encore jamais ¢été décrit. Au sein de ce domaine, les auteurs ont
identifi¢ une liaison thioester entre la chaine latérale des résidus cystéine 426 et glutamine

575 (fleche bleue, Figure 10b). I1 a été montré que la mutation de la cystéine 426 en alanine
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n’avait aucun effet particulier sur la stabilit¢ de la protéine mais diminuait de manicre
drastique (-75%) la capacité des bactéries a se lier a leur hote. L’équipe du Dr. Banfield
propose donc que cette liaison thioester puisse s hydrolyser et reformer une liaison covalente
avec un résidu de la protéine de 1’hote (Pointon et al., 2010). Pour pouvoir confirmer leur

hypothése, les auteurs doivent dans un premier temps identifier la protéine cible eucaryote.

VI Les sortases

Comme expliqué précédemment les sortases sont des transpeptidases a cystéine. Elles
réalisent le transfert covalent d’une protéine sur une autre protéine ou un substrat. On connait
actuellement quatre classes de sortases définies selon la proximité génétique et le substrat de
chaque enzyme (Dramsi et al., 2005). Le tableau suivant (Tableau 1) permet de résumer le

role de chaque classe de sortases.

Tableau 1 : Caractéristiques des quatre classes de sortases (Dramsi et al., 2005, Hendrickx et al., 2011).

’ Classe Substrats Motifs Accepteur
A Protéines de surface LPXTG Peptidoglycane
' | Protéines & tion |
8 (OLEHNES 0 SCQUIRIon 1  nea/apan Peptidoglycane
| au fer
C Pilines {VLP/AIXTG Piline
‘ D Facteurs de sporulation LPNTA Peptidoglycane

Les sortases de classe A ne sont pas tres spécifiques. Elles catalysent I’association de
nombreuses protéines au peptidoglycane (Mazmanian et al, 1999). Elles sont pour cela
appelées les sortases « Housekeeping ».

Les sortases de classe B sont exprimées par certaines especes de Staphylococcus spp.,
Bacillus spp., Listeria spp. et Clostridium spp. uniquement et sont impliquées dans le
transport du fer (Hendrickx et al., 2011 ; Maresso et Schneewind, 2006).

Les sortases de classe C sont les sortases impliquées dans la polymérisation des pili
(Hendrickx et al., 2011).

Enfin, les sortases de classe D sont exprimées chez les organismes sporulants, comme

Bacillus spp. et Streptomyces spp. (Hendrickx et al., 2011).
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Cette classification n’est cependant pas stricte puisqu’il a récemment été démontré qu’une
sortase de classe B (Spy129) était impliquée dans 1’assemblage du pilus chez Streptococcus

pyogenes (Kang et al., 2011), voir paragraphe suivant.

VI.1 Structures des sortases

Au cours de mon stage de Master II au sein du Groupe de Pathogénie Bactérienne, j’ai
était impliqué dans la résolution de la structure de la sortase Srt-C3 du pneumocoque et ai
participé a D’écriture de deux articles faisant partie intégrante de la theése de Clothilde
Manzano (Manzano et al., 2008 ; Manzano et al., 2009). Pour cette raison, ces articles ne
figurent pas dans ce manuscrit. Néanmoins, ces enzymes jouent un role primordial dans la
synthese du pilus SPI-1 et donc il me parait important de dédier un paragraphe a la structure
de ces enzymes.

Actuellement, il existe des structures a haute résolution des sortases de classe A, B et
C mais aucune de classe D. Les premieres structures résolues sont celles des sortases A et B
de Staphylococcus aureus (Zong et al., 2004a ; Zong et al., 2004b). Il faudra attendre 2008
pour obtenir les premicres structures des sortases de classe C (Manzano et al., 2008). La
figure 11 permet de comparer la structure de la sortase A de S. aureus (orange ; Zong et al.,
2004) avec les structures des sortases impliquées dans la biogenese des pili chez S. pyogenes
(bleue ; Kang et al., 2011) et S. pneumoniae (Marron; Manzano et al., 2008, Neiers et al.,
2009).
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Figure 11: Galerie de structures de sortases
SrtA : 1T2P
Spy0129 : 3PSQ
Srt-C1 : 2W1J
Srt-C2 : 3G66
Srt-C3 2WIK

Comme on peut le voir sur la galerie précédente (Figure 11), la sortase de classe A,
partage son cceur en feuillet béta avec les sortases de classe B (Spy0129) et de Classe C (Srt-
C). Le ceeur est formé de 8 brins béta trés conservés structuralement puisqu’ils portent le site
catalytique. Les sortases de classe B et C ont cependant de nombreuses boucles et hélices
supplémentaires décorant le tonneau béta. Il a ét¢ montré pour les sortases de classe C que
certaines boucles (appelées « lid ») étaient impliquées dans la stabilité de la protéine et
recouvrait le site actif (Manzano et al., 2009). L’hypothese que ce « lid » puisse étre impliqué
dans la spécificit¢ de reconnaissance des sortases pour leur substrat est une théorie a
confirmer. Par ailleurs, il a ét¢ montré que 1’échange d’une boucle entre deux brins béta de la
SrtA chez S. aureus par la boucle correspondante issue de la SrtB, permettait a la SrtA de
reconnaitre le motif NPQTN (spécifique des sortases de classe B) au lieu du motif habituel
LPxTG (Bentley et al, 2007). Ceci montre I’importance des boucles autour du cceur en

feuillet béta dans la reconnaissance des substrats par les sortases. Il est aussi important de
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noter que la structure de la sortase Spy0129 ne posséde pas de «lid» et que son site
catalytique est relativement expos¢, contrairement aux sortases de classe C (Kang et al,
2011). II est assez surprenant de voir qu’une sortase de classe B comme Spy0129 puisse avoir
une activité de biogenese de pili. Ceci montre a quel point I’assemblage des pili chez les
bactéries a Gram-positif est un mécanisme complexe et pour lequel il existe des variations

propres a chaque espece.

VII Les protéines structurales du pilus du pneumocoque

L’1lot de pathogénicité permettant 1’expression du pilus chez le pneumocoque encode
trois protéines dites « structurales ». En effet, contrairement aux sortases qui I’assemblent, les
protéines RrgA, RrgB et RrgC sont les sous-unités formant physiquement le pilus. Les trois

pilines sont génétiquement construites sur le méme modele (Figure 12) :

- +++++++
N — Rre - C

Figure 12 : Schéma des protéines a LPxTG
Rrg : fait référence a I’une des trois pilines, RrgA, RrgB ou RrgC
LPxTG : Motif de reconnaissance aux sortases
TM : Séquence hydrophobe d’insertion membranaire
++++ : Queue cytoplasmique chargée positivement
(Hava et Camilli, 2002)

Les pilines possédent toutes une séquence particuliere appelée CWSS pour « Cell Wall
Sorting Signal » en position C-terminale. Ce CWSS est composé du motif LPxTG-like propre
a chaque protéine (YPRTG pour RrgA ; IPQTG pour RrgB et VPDTG pour RrgC) ainsi que
d’un segment hydrophobe servant d’ancrage transmembranaire et d’une queue cytoplasmique
chargée positivement (Figure 12), (Hava et Camilli, 2002). Les paragraphes suivants ont pour

objectif de décrire chacune des trois pilines du pilus.

VIIL.1.1 La piline majeure : RrgB, 665 acides aminés

Cette protéine, comme toutes les pilines, posseéde un peptide signal en position amino-

terminale pour étre exportée jusqu’a la membrane par la voie générale de sécrétion (systéme
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Sec). Une fois a la membrane, elle est prise en charge par une sortase spécifique puis
polymerisée pour former le corps du pilus (Hilleringmann et al., 2009). La polymérisation
nécessite un motif particulier, le « motif- piline » présent dans RrgB entre les résidus 181 et
184 (YPKN). Ce motif, identifi¢ en premier lieu chez C. diphteriae (Ton-That et al., 2003) est
I’apanage des pilines majoritaires ; il inclut la lysine essentielle a la polymérisation des sous-
unités de RrgB comme présenté dans le schéma de polymérisation du pilus (Figure 7). Il a été
montré chez C. diphteriae que la mutation de la lysine du motif piline empéchait la formation
de la fibre, confirmant ainsi son caractére essentiel.

Un autre motif, présent dans RrgB est la « E-Box » dénommé ainsi du fait de la
richesse en glutamates dans la séquence (Ton-That et al., 2004). Ce motif est présent chez de
nombreuses autres pilines de bactéries a Gram-positif et sa fonction n’est pas liée a la
formation de la fibre mais a la stabilit¢ des sous-unités pilines (El-mortaji et al., 2010).
L’analyse de la séquence de RrgB, révele la présence éventuelle d’un domaine IgG-like de
type Cna-B. Les domaines Cna-B sont connus pour étre des domaines piédestals (Zong ef al.,
2005), ne comportant pas de fonction particuliére. En effet, la protéine Cna de Staphylococcus
aureus est une adhésine du collagéne et sa structure a haute résolution révele la présence de
deux domaines : le domaine Cna-A qui porte la fonction d’adhésion et le domaine Cna-B dont
le role est de présenter le domaine A fonctionnel.

La structure de RrgB sous sa forme mature (sans le signal de sécrétion amino-terminal
et sans le domaine transmembranaire en C-terminal) a trés récemment été résolue par I’équipe
du Dr Baker et montre que RrgB est composé de 4 domaines de type immunoglobulines non
alignés (Figure 13), (Paterson ef al., 2011). Jusqu'a présent, toutes les pilines majoritaires dont

la structure est connue sont formée de deux, trois ou quatre domaines IgG (ou IgG-like).
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Figure 13: Structure par cristallographie
aux rayons X de RrgB.

RrgB a été cristallisée sous sa forme
compléte, mature, comme elle le serait au
sein du pilus. Quatre domaines de type
IgG,Cna-B  composent la structure. Le
domaine D3 est excentré par rapport aux
domaines D1, D2 et D4 qui sont alignés
(Paterson et al., 2011).

Code PDB : 3RPK

D01

Cette structure cristallographique est en accord avec les observations précédentes par
microscopie électronique qui montrent qu’au sein du pilus, RrgB posséde une extrusion en

forme de « nez » (Figure 14, Hilleringmann et al., 2009)

Figure 14

A. Cliché de  microscopie
¢électronique d’un pilus isolé.

B. Image modifiée de (A) faisant
mieux apparaitre les monomeéres de
RrgB. Les pointillés représentent les
zones de chevauchement entre les
sous-unités. RrgB semble posséder
des domaines non-alignés.
(Hilleringmann et al., 2009)
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VII.1.2 La piline accessoire RrgC, 398 acides aminés

RrgC est la piline la moins bien décrite au niveau de la littérature. Sa fonction ainsi
que sa structure restent a ’heure actuelle encore inconnues. Les tentatives de cristallisation
ont ¢été infructueuses et peu de résultats ressortent des études menées sur cette protéine.
Cependant, des études de localisation au sein d’un pilus préalablement formé ont révélé que
RrgC était localisée préférentiellement a la base de la fibre (Figure 15), lui suggérant un role
dans la « terminaison » de la biogenese du pilus ainsi que son ancrage a la surface de la
bactérie. Cette hypothése est appuyée par les travaux de I’équipe d’Andreas Engel qui a
remarqué qu’une souche de pneumocoque ArrgC présentait un phénotype particulier ou les

pili était facilement détachable de la paroi bactérienne (Hilleringmann et al., 2009).

Figure 15 :
Immunolocalisation de RrgC
au sein d’un pilus isolé par
microscopie électronique.

Les fleches noires indiquent la
directionnalité du pilus.

La fléeche blanche indique
’anticorps anti-RrgC, localisé a
la base du pilus (Hilleringmann
etal., 2009).

VIIL.1.3 L’adhésine RrgA : 893 acides aminés

RrgA est la plus grande des protéines associées a une fonction d’adhésion au sein d’un
pilus. Elle est formée par prés de 900 résidus et posséde des homologues chez d’autres
especes de streptocoques comme par exemple S. agalactiae et S. pyogenes. De I'llot de
pathogénicité, elle est la seule a posséder un domaine fonctionnel relié a une fonction
d’adhésion. En effet, le domaine « von Willebrand Factor », prédit par 1’analyse de la
séquence de RrgA, posséde une affinité importante pour le collagéne (Romijn et al, 2001).
De ce fait, RrgA est une protéine capitale dans la fonction d’adhésion du pilus et sa
caractérisation aussi bien structurale que fonctionnelle est un enjeu majeur. La premicre étude
visant a la caractérisation fonctionnelle de RrgA a été menée en 2007 par le groupe de B.

Henriques-Normark qui a confirmé la fonction d’adhésion de RrgA (Figure 16).

44



S. pneumoniae Introduction
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En effet, une souche délétée du geéne rrgd posséde une fonction d’adhésion
extrémement diminuée par rapport a la souche sauvage (sérotype 4). De plus, une souche
Knock-Out des genes rrgB et rrgC, posséde une affinité comparable a celle de la souche
sauvage, mettant en évidence le fait que seule la protéine RrgA est responsable de cette
fonction d’adhésion (Nelson et al., 2007b).

Peu de temps apres, il a été¢ montré que RrgA possédait une affinité particuliére pour
plusieurs composants de la matrice extracellulaire : le collagéne, la fibronectine et la laminine
(Hilleringmann et al., 2008). Le role de RrgA a donc été clairement défini comme étant
principalement 1’adhésine du pilus. Cependant une fonction de régulation de 1’opéron lui a
aussi ¢été récemment attribuée. En effet, il semblerait que RrgA puisse interagir avec le
régulateur RIrA et inhiber la synthése des composants du pilus (Basset et al., 2011).

La localisation de RrgA au sein de la fibre est encore un domaine mal compris. Des
expériences de localisation par microscopie électronique et anticorps anti RrgA, ont permis de
définir plusieurs modeles. Tour a tour, il a ét€ montré que RrgA était localisée 1. a la base du
pilus (Barocchi et al., 2006), 2. en cluster tout au long de la fibre (Lemieux ef al., 2006), 3. au
sommet de la fibre (Hilleringmann et al. 2008) et 4. récemment de nouveau tout le long de la
fibre (EI-Mortaji 2011 ; Manuscrit de thése). Ce dernier modele découle des expériences de
caractérisation fonctionnelle des sortases par 1’équipe d’Anne-Marie di Guilmi et prend en
compte I’ensemble des observations disponibles et publiées a ce jour.

RrgA est une protéine tres étudiée par les groupes pharmaceutiques comme Norvatis,
par exemple, car des ¢études récentes prouvent I’efficacit¢é de cette protéine dans
I’immunisation contre le pneumocoque en modele murin (Gianfaldoni et al., 2007 ;

Moschioni et al., 2010).
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VIII Objectif des travaux

Le pilus est donc un facteur de virulence trés important pour la colonisation des tissus
de I’hote et est de ce fait une cible potentielle pour lutter contre les infections au
pneumocoque. L’émergence de souches résistantes a une ou plusieurs classes d’antibiotiques
est un probléme de santé majeur et il est de plus en plus important d’étudier de nouvelles
cibles thérapeutiques. Le pilus est un candidat de choix. Etant facultatif pour la bactérie, le
fait d’inhiber ses propriétés d’adhésion pourrait ne pas favoriser le développement des
résistances (diminution de la pression de sélection). A mon arrivée au laboratoire, le projet de
caractérisation fonctionnelle et structurale des sortases du pilus était déja bien avancé avec la
these de C. Manzano mais peu de choses avaient été étudiées au niveau des trois pilines RrgA,
RrgB et RrgC. En effet, M®'® Manzano avait initi¢ des essais de cristallisation de RrgB sous
forme native et sous forme séléniée mais les phases obtenues étaient de qualité trop faible
pour résoudre la structure de cette protéine. Concernant RrgA, le géne été cloné dans un
vecteur pLIM (Protein Expert) mais aucune expérience n’avait été encore réalisée. RrgA étant
I’adhésine du pilus, mon projet était d’établir les bases structurales de la reconnaissance de la
cellule hote par cette protéine. Comme expliquée en introduction, RrgA posséde une large
palette de ligands potentiels mais un seul domaine fonctionnel connu pour ne lier que le
collagene. Il était donc important de définir structuralement (le ou) les domaines impliqués
dans le processus de reconnaissance des composants de la matrice extra-cellulaire par RrgA.
L’homologie de séquence entre RrgA et plusieurs autres pilines de pathogenes humains

¢largie les possibilités potentielles qui découleront des travaux réalisés.
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I  Biologie moléculaire

I.1  Clonage de RrgA

Le clonage de RrgA a été réalis€ par Anne-Marie Di-Guilmi au Laboratoire
d’Ingénierie des Macromolécules a I’'IBS. L’ADN génomique de la souche « TIGR4 » de S.
pneumoniae a été utilisé comme matrice d’amplification au cours d’une réaction de PCR. La
région codante pour les acides aminés 39 a 868 de RrgA a ainsi était amplifiée puis clonée
dans un vecteur d’expression pLim (Protein Expert, Grenoble). Cette construction permet
I’obtention de protéines solubles en s’affranchissant du peptide signal d’export membranaire
en position amino-terminale ainsi que d’une courte région d’ancrage membranaire en position
carboxy-terminale. Ce plasmide, portant un géne de résistance a 1’ampicilline, posséde une
séquence codante pour une étiquette hexahistidine en N-terminal, clivable par la protéase
TEV (Tobacco Etch Virus). Des souches d’expression Escherichia coli BL21(DE3)-RIL
portant la résistance au chloramphénicol, ont ensuite été transformées par le vecteur pLim en

vue de I’expression de la protéine.

II Biochimie

II.1  Surexpression de la protéine RrgA

Une culture de cellules BL21-(DE3)-RIL en milieu TB (Terrific Broth) supplémenté
de 100 pg/mL d’ampicilline (Euromedex) et de 34 pg/ml de chloramphenicol (Euromedex),
est préparée en diluant une préculture & saturation au 1/20°™. La croissance des bactéries est
faite a 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’a ce que la culture atteigne une DOgponm=0,6 U.A.
L’expression de la protéine est alors induite par ajout de ImM d’IPTG (Euromedex). Apres 3
heures d’induction a 37°C, la culture est centrifugée a 4500 rpm pendant 30 minutes. Le culot
bactérien est repris dans du tampon de lyse (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0, 20 mM
Imidazole). Aprés ajout de 1 mM de PMSF, 1 uM de pepstatine, 1 pM de leupeptine et 0,2
uM d’aprotinine, les cellules sont lysées par sonication (2 minutes de sonication par pulses
de 2 secondes espacés de 10 secondes). Le lysat bactérien obtenu est ensuite centrifugé a

18000 rpm pendant 45 minutes afin de séparer les protéines solubles du matériel insoluble.
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I1.2  Purification

I1.2.1 Chromatographie d’affinité

Le surnageant, contenant les protéines solubles est chargé sur une colonne HisTrap
(GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon de lyse. Aprés un lavage équivalant
a 20 volumes de résine avec du tampon de lyse, RrgA est éluée par un gradient en plusieurs
paliers de 50, 150, 250 et 500 mM d’imidazole. Le contenu de chaque fraction d’élution est

ensuite analysé sur gel SDS.

11.2.1.1  Clivage de l’étiquette hexa-histidine

Les fractions contenant RrgA sont dialysées 3 heures a 4°C dans 50 mM Tris-HCl,
150 mM NaCl, pH 8,0 puis incubées toutes la nuit en présence de protéase TEV a un ratio 1 :
5 (TEV : RrgA). A la fin de la réaction, ’activité de la protéase est inhibée par ImM PMSF.
Les protéines sont ensuite rechargées sur colonne HisTrap, et celles dont 1’étiquette a

correctement été clivée ne se lient pas a la colonne et se retrouve dans la fraction non-retenue.

I1.2.2  Chromatographie échangeuse d’anions

Apres le clivage de 1’étiquette histidine, RrgA est de nouveau dialysée dans 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0 puis chargée sur une colonne MonoQ (5/50 GL, GE Healthcare)
préalablement équilibrée dans ce méme tampon. RrgA ne se lie pas a la colonne et est éluée

dans la fraction non-retenue.

I1.2.3 Chromatographie de filtration sur gel

A la suite de la colonne échangeuse d’anions, la protéine est concentrée puis injectée
sur colonne de filtration sur gel HiLoad 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare) équilibrée dans
le tampon 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0.

II.3 Production de protéines séléniées

Une préculture en milieu LB est menée a saturation. Aprés centrifugation 15 minutes a
3500 rpm, le culot est lavé avec du milieu minimum M9 puis réutilisé pour ensemencer une

Oéme

deuxiéme préculture dans le milieu M9. Cette nouvelle préculture est ensuite diluée au 1/2
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pour ensemencer la culture finale sous agitation a 37°C. Lorsque la culture atteint une
DOg0onm=0,4 U.A, les acides aminés sont ajoutés a la culture dans les proportions suivantes :

Lysine, phénylalanine, thréonine = 100 mg/litre ; Isoleucine, leucine, valine = 50 mg/litre ;
Séléno-méthionine = 60 mg/litre. Tous les acides aminés doivent avoir une conformation
« lévogyre » et sont ajoutés en poudre directement dans 1’erlenmeyer de culture. Lorsque la
culture atteint DOgoonm=0,6 U.A, I’expression de la protéine est induite par 1 mM d’IPTG
pendant 12 heures a 20°C. La lyse et la purification sont identiques a la protéine native sauf
concernant la derniere étape de filtration sur gel ou le tampon est : 50mM HEPES, 150mM

NaCl, pH 7,5.

III Méthodes Biophysiques
III.1 Etude de la thermo-stabilité des protéines : Thermal Shift Assay (TSA)

III.1.1 Principe et objectif de la méthode

La mesure de la température de fusion (Tm) d’une protéine, c’est-a-dire la température
autour de laquelle la protéine perd sa structure tridimensionnelle, est un indicateur de sa
stabilit¢. En effet, plus une protéine est stable plus sa température de fusion est élevée.
L’étude de la déstructuration thermique des protéines permet donc d’obtenir des informations
sur leur stabilité. C’est le principe du Thermal Shift Assay (TSA).

Le TSA peut étre utilisé pour obtenir différentes informations comme par exemple comparer
la stabilité de plusieurs mutants (ce qui a été fait pour RrgA) ou bien rechercher dans quelles
conditions une protéine est la plus stable (pH, tampons, [NaCl]...) en vue d’expériences de
cristallogenese. La récente revue de Phillips et Hernandez de la Pena explique de manicre
détaillée comment mettre en ceuvre cette technique (Phillips et Hernandez de la Pena, 2011).

Cette technique consiste a mélanger 1’échantillon protéique avec un fluorophore, le Sypro
Orange (Molecular Probes) qui ne fluoresce qu’en présence d’un environnement hydrophobe.
Si a basse température, la protéine est correctement repliée, les acides aminés hydrophobes
sont enfouis et ne sont pas accessibles au fluorophore. La mesure de la fluorescence est donc
trés basse. L’échantillon est progressivement chauffé, a raison de 1 degré par minute, et le
niveau de fluorescence est constamment mesuré. Lorsque la température atteint le Tm de la
protéine d’intérét, la structure n’est plus conservée, les acides aminés hydrophobes sont alors

accessibles au fluorophore. Alors en présence d’un environnement hydrophobe, la sonde
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fluoresce intensément et permet donc d’obtenir une cinétique de dénaturation de la protéine

(comme schématisé ci-dessous en haut).

Afin de faciliter la lecture du Tm de la protéine d’intérét, il convient de calculer la dérivée de

la mesure de la fluorescence en fonction de la température (Figure 17).

Fluorescence (RFU)
¥/
¢

Protéine repliée = ; A
Protéine dénaturée

Fluorescence

Tm Température (°C)

—

Tm

RFU

Dérivation

l———0

-d(RFU)/T

Tm

Les expériences de TSA sont réalisées

Figure 17 :
Dénaturation thermique

A basse température, une protéine
est incubée avec un fluorophore
spécifique des résidus hydrophobes.
L’augmentation constante de la
température entraine une
déstabilisation de la protéine et
I’accés du fluorophore aux résidus
hydrophobes.

La cinétique de fluorescence permet
I’obtention de la température de
fusion de la protéine.

au Laboratoire d’Ingénierie des

Macromolécules de I’IBS sur un appareil de PCR en temps réel de type IQ5 commercialisé

par Bio-Rad.

L’analyse est effectuée en plaque 96 puis sur un volume de 25 pl total (23 pl de protéine a 1

ng / ul et 2 pl de Sypro Orange 100x). Chaque expérience est réalisée en triplicata.

III.2 Cristallographie aux rayons X

[11.2.1 Introduction

L’obtention de la structure d’une protéine par cristallographie aux rayons X est un

processus long et empirique qui nécessite parfois plusieurs années de recherche pour arriver a

son but. Le prérequis a cette technique est I’obtention d’un échantillon protéique d’une grande

pureté et homogénéité. Lorsque 1’échantillon est suffisamment pur, 1’obtention de cristaux est

alors possible. La cristallisation de 1’échantillon est soumis a de trés nombreux paramétres et
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est souvent 1’étape limitante. L’empilement cristallin doit étre extrémement régulier et le
cristal doit atteindre une taille relativement importante (>20pum) pour générer un profil de
diffraction a haute résolution. Pendant D’enregistrement des données au cours d’une
expérience de diffraction, les informations de phase des faisceaux diffractés sont perdues. Le
phasage est alors une étape essentielle a I’obtention d’une carte de densité et de la structure de
la protéine d’intérét. La figure suivante, permet de résumer 1’ensemble des étapes menant

d’une protéine soluble a la résolution de sa structure (Figure 18).

Diffraction

Figure 18
, Représentation des différentes
v Cristaux , . i
o étapes menant d’une protéine
s Clichés de en solution a la résolution de
diffraction sa structure par
LI - PO cristallographie aux rayons X
0 En rouge : les étapes principales
- et essentielles du processus
Protéine Construction et
Trés pure affinement

-

~
A
’
- ¢
B
)

£ Carte de densité
\(‘; v électronique

Structure de
la protéine

I11.2.2 Anatomie d’un cristal

Un cristal est un arrangement d’atomes ou de molécules organisés de facon périodique
dans les trois dimensions de I’espace. Pour décrire un cristal, on détermine une unité de base
appelée la maille (figure 19). La maille étant caractérisée par 3 vecteurs a, b, ¢ ainsi que trois
angles a, P, et y, on peut reconstruire I’ensemble du cristal par la relation de translation

suivante :
f =md+nb + pc

avec m, n et p, des nombres entiers.
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Figure 19
Représentation schématique d’une
maille.

Elle est définie par 3 vecteurs et 3 angles

La translation de la maille crée le réseau cristallin au sein duquel chaque nceud équivalant du

réseau posséde un environnement totalement identique.

Au sein du cristal, les protéines ne sont pas empilées de maniére compacte et une
proportion non négligeable du volume du cristal est occupée par des canaux de solvants. Cette

proportion peut étre calculée a partir du coefficient de Matthews Vm (Matthews, 1968).

_ Volume _de_la_maille (A%

Vm =
Poids _de_la_maille _(Da)

Le Vm est typiquement compris entre 1.66 et 4. A partir du Vm, le pourcentage de solvant
(%S) s’écrit :
1.23

%S =1-——
Vm

D’une fagon générale, le pourcentage de solvant est compris entre 30 et 75%. La connaissance
du pourcentage de solvant peut renseigner sur la composition de la maille (une molécule,
deux molécules ...) et peut aider au phasage par la méthode de remplacement moléculaire.
Cette forte proportion de solvant rend les cristaux de protéines extrémement fragiles et

difficiles a manipuler.

I1.2.3 Cristallogenése :

En simplifiant, I’obtention d’un cristal de protéines repose sur les mémes principes
physicochimiques que I’obtention de cristaux de sel dans les marais salants. En effet, le but
est d’emmener un échantillon de protéines solubles et concentrées dans un état instable (dit

métastable) dans lequel la concentration protéique dépasse son seuil de solubilité. Cette

54



S. pneumoniae Mateériel et Méthodes

instabilité, peut potentiellement induire 1’association des molécules entre-elles et la formation
d’un empilement ordonné : C’est la formation du germe cristallin. A partir de ce motif, le
cristal va croitre et se développer en intégrant les protéines solubles. Il existe plusieurs
méthodes pour obtenir la formation d’un germe cristallin. Au laboratoire nous utilisons la

technique de la goutte suspendue, qui est une des techniques les plus employées.

111.2.3.1 Technique de la goutte suspendue

La technique de cristallisation utilisée au laboratoire est la technique de diffusion de
vapeur en goutte suspendue. Une goutte composée d’un volume de solution protéique (1 ul en
général) et d’un volume de solution d’agent précipitant est déposée sur une lamelle rendue
hydrophobe. La lamelle est ensuite retournée et scellée par un joint de graisse au-dessus d’un
réservoir (1 ml) contenant la solution d’agent précipitant, formant ainsi un systéme clos. Le
volume d’agent précipitant contenu dans le réservoir, considéré comme infini devant le
volume de la goutte suspendue, dicte les conditions d’équilibre. L’équilibration des potentiels
chimiques des deux solutions entraine une diffusion des espéces volatiles (eau et alcool
principalement) du site le moins concentré vers le plus concentré (généralement de la goutte
vers le réservoir pour 1’eau). La vitesse d’équilibration dépend de trés nombreux facteurs et
notamment de la température et des concentrations relatives d’agent précipitant. Au fur et a
mesure que I’équilibration a lieu, I’eau contenue dans la goutte rejoint le réservoir sous forme
de vapeur. Ceci a pour but de « concentrer » la protéine et I’agent précipitant au sein de la
goutte, diminuant ainsi la solubilit¢ de cette derniére. Dans certain cas, la zone de
sursaturation (métastable) est atteinte et un cristal peut apparaitre comme expliqué

précédemment. La figure ci-dessus (Figure 20) montre un schéma de cette technique.

Goutte suspendue

@ % .< Lamelle

A Graisse Figure 20:

¥ H0 Représentation schématique de
la technique de la goutte
suspendue

Réservoir
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Au laboratoire, les tests de cristallisation initiaux (Température, pH, tampon et agents
précipitants) sont réalisés par un nano-robot au sein du HTXlab au PSB de Grenoble. Cet
instrument permet de tester rapidement prés de 600 conditions. Les conditions les plus
prometteuses sont ensuite affinées manuellement en vue d’obtenir un monocristal de taille

suffisante pour les tests de diffraction aux rayons X.

Une fois apres avoir obtenu un cristal potentiellement intéressant, il convient de le tester pour

la diffraction des rayons X.

I1.2.4 Diffraction des rayons X

1I1.2.4.1 Génération du rayonnement X

L’enregistrement de données de diffraction est soumis a 1’utilisation d’une source de
rayonnement x qui peut étre de deux types. La premicre, disponible au laboratoire, est un
générateur a anode tournante. Dans ce cas, un filament de tungsténe (la cathode) est chauffé
créant ainsi des électrons. Ces électrons sont accélérés sous 1’effet d’une différence de
potentiel importante et viennent percuter une anode (de cuivre généralement) en produisant un
rayonnement X caractéristique (Figure 21). Au laboratoire, la longueur d’onde sélectionnée

par un monochromateur correspond a la raie Ko du cuivre (1,5418 A).

Anose 0z ot

withe
faun

"

Figure 21: Générateur de rayons X

Un filament de Tungsténe est chauffé,
générant ainsi des électrons qui vont
bombarder une anode de cuivre
tournante. Cela a pour effet de créer des
rayons X.
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Peu intense, cette source de rayons X permet en général de tester la diffraction des cristaux
avant une collecte de données au synchrotron. Cependant pour des cristaux de grande qualité
(gros cristaux tridimensionnels, diffraction a haute résolution) il est possible d’enregistrer un
jeu de données complet.
La seconde source de rayons X a notre disposition est le rayonnement synchrotron.

A Grenoble, ’ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) produit un rayonnement
parmi les plus brillants du monde (Figure 22).

Dans un synchrotron, des électrons sont produits puis accélérés dans un Linac (Linear
Accelerator) puis dans un anneau d’accélération (Booster synchrotron). Ces particules sont
ensuite injectées dans 1’anneau de stockage au sein duquel elles voyagent sous vide a une
vitesse proche de celle de la lumiére. Le rayonnement synchrotron est obtenu lorsqu’un
aimant (Binding Magnet) dévie les particules de leur trajectoire, créant ainsi un rayonnement
X polychromatique. Au sein de la ligne de lumiére, une cabine optique équipée de

monochromateurs permet de sélectionner la longueur d’onde optimale pour 1I’expérience.

Figure 22:
Ligne de Architecture d’un
lumiére synchrotron

Un synchrotron est formé de

4 parties :
Le Lineac: accélérateur
linéaire
Le booster: accélérateur
cirulaire

L’anneau de stockage
et la ligne de lumiere
Shortge ring y (www.esrf.eu)

p

II1.2.5 Conditions de diffraction : la loi de Bragg

La loi de Bragg a été découverte en 1915 par Henri et Lawrence Bragg (pére et fils).
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Ces deux physiciens australiens ont travaillé sur I’hypothése qu’un cristal pouvait étre défini
comme un ensemble de plans réticulaires (c’est a dire arrangés en réseau, parall¢les) sur
lesquels un faisceau de rayons X peut se réfléchir, comme il le ferait sur un miroir.

Le schéma ci-dessous permet de démontrer la loi de Bragg (Figure 23).

Rayon 1
Rayon 2 a "
oD A
3 = * o = s . Plan 1
d .
. o— o > . Plan 2

Figure 23: Schéma de réflexion de deux rayons se
réfléchissant sur deux plans différents.

Soit deux ondes (Rayon 1 et Rayon 2) se réfléchissant chacune sur deux plans différents (Plan
1 et Plan 2) séparés d’une distance d.

La « différence de marche o», c’est a dire la différence de trajet parcouru par le Rayon 2 par
rapport au Rayon 1 vaut :

0 =BD + DC (équation 1)

Cependant, par construction,

BD = DC =d sin 0 (équation 2)

Donc d’aprés les équations 1 et 2 , on obtient que la différence de marche pour toutes

constructions est défini par :

0 = 2d sin 0 (équation 3)

Il ne peut y avoir diffraction que lorsque les ondes réfléchies sont en phase (interférences

constructives), autrement dit lorsque que la différence de marche 6 est égale a un multiple de
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la longueur d’onde (A). Ceci nous emmene directement a écrire la relation formulée par

Bragg :

Si un faisceau de longueur d’onde « A » frappe une famille de plans réticulaires de distance
d’espacement « d » avec un angle « 0 » alors il y a diffraction seulement si la condition
suivante est respectée :

2d sin O = nA (avec n un nombre entier)

Si cette équation est satisfaite, alors les ondes vont s’ajouter et une tache de diffraction
apparaitra sur le détecteur au moment de la collecte des données.

En cristallographie, chaque nceud du réseau cristallin possede un indice de Miller (h,k,1) qui
permet de I’identifier au sein du réseau. Une famille de plans parallele sera donc définie par
les indices (hk,l). Lors de D’acquisition des données, chaque tache de diffraction (ou

réflexion) issue d’une famille de plans aura donc les coordonnées (h, k, 1).

II1.2.6 La carte de densité électronique

Le but du cristallographe est d’obtenir la carte de densité ¢électronique p(x,y,z) de la
structure qu’il souhaite résoudre. En tout point (X, y, z) de la maille, la carte de densité

¢lectronique est définie comme étant :

1 2mi(hx+ky+Iz)
Pixyz) = % E E E Foine
h k |

avec V le volume de la maille, F, k) le facteur de structure de ’onde diffractée et x, y et z les

coordonnées réduites d’une position au sein de la maille.

Le facteur de structure F,x ;) est défini tel que :

2n~i(hx(j)+ky(l-)+lz(j)) i(p
—_ _— hkl
Fopny = Efme - |Fhkl|€
j

avec f(j) le facteur de diffusion de chaque atome de la maille.
De cette équation, on voit que F i1y est composé d’une information de phase (¢ua) et d’une
information d’intensit¢ |Fuky|. En effet, |Fuky|qui est amplitude de l'onde est

directement proportionnel a la racine carrée de 1’intensité.
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Malheureusement, au cours d’une expérience de diffraction des rayons X, I’information de
phase n’est pas enregistrée et celle-ci est perdue, empéchant la résolution de I’équation de la
densité ¢électronique et donc la résolution de la structure de la protéine d’intérét.

Il existe cependant deux méthodes fréquemment utilisées pour retrouver 1’information de

phase manquante. Il s’agit de la diffusion anomale et du remplacement moléculaire.

I111.2.6.1 La diffusion anomale

Lorsque un cristal de protéine est soumis a un flux de rayons X de longueur d’onde
(donc d’énergie) correspondante au seuil d’absorption d’un atome lourd (un métal par
exemple), il y a alors absorption du rayon incident par les électrons des couches profondes de
I’atome lourd concerné. Cette absorption se traduit par la transition des électrons d’une
couche basale a une couche supérieure (état d’excitation). Ainsi, le rayonnement diffracté par
I’atome lourd posseéde une phase différente par rapport aux autres rayonnements diffractés et

son facteur de structure, devant tenir compte de ce déphasage, devient complexe et s’€écrit :

f=f+ ' (D+if"(D)

fo est indépendant de la longueur d’onde utilisée contrairement a £ et . Au moment de
I’expérience, la longueur d’onde optimale pour laquelle les contributions de f* et £’ au
facteur de structure sont maximales, sera déterminée. Le terme f’(A) est en phase avec f, mais
du fait de sa composante imaginaire >’ posseéde un décalage de phase de 90°.

Ceci induit le nom respect de la loi de Friedel, les réflexions normalement équivalentes ne le

sont plus et Fuy 1 # F (n-k-1y comme on peut le voir sur le diagramme d’Argand suivant :

Figure 24 :
Diagramme d’Argand montrant ’effet d’un
diffuseur anomal sur le facteur de structure F.

Fa
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Le non-respect de la loi de Friedel (car |F|# |-F|) permet de décrire une fonction appelée

différence anomale :

— (F)|- (F =L

A|F
2fH

ano

Cette différence anomale permet de calculer une carte de Patterson anomale. Ceci a pour but
de déterminer la position des diffuseurs anomaux au sein de la maille puis d’approximer par

la suite la position de I’ensemble des atomes de la protéine.

111.2.6.2 Remplacement Moléculaire

Le principe du remplacement moléculaire repose sur l’utilisation des phases d’un
modele possédant une forte identité de séquence (en général supérieure a 30%) avec la
protéine d’intérét afin d’en résoudre les facteurs de structure et ainsi obtenir une carte de
densité ¢électronique de la protéine. Cette premiere carte résultera des intensités mesurées au

cours de I’expérience de diffraction mais aussi des phases d’un modéle homologue.

Pour cela, les fonctions de Patterson sont calculées pour la protéine d’intérét et pour le
modele. Les cartes de Patterson résultantes seront comparées et orientées suivant 3 angles de
I’espace (appelés les angles d’Euler) afin de maximiser le nombre de pics superposés
correspondant aux vecteurs intramoléculaires. Ceci représente la fonction de rotation. La
deuxiéme étape est la fonction de translation. Au cours de cette étape, les cartes de Patterson
contenant les corrélations des vecteurs intermoléculaires sont a leur tour superposées et 3
vecteurs sont alors définis. Ces 3 angles et 3 vecteurs permettent de positionner le modele au
sein de la maille de la protéine d’intérét.

La suite de programmes CCP4 (CCP4, 1994) possede de nombreux outils pour obtenir
des phases par remplacement moléculaire. Au laboratoire nous utilisons principalement le

programme PHASER (McCoy et al., 2007).
Cette technique trés rapide posseéde cependant quelques inconvénients. En effet la premicre

difficulté est de connaitre un modeéle possédant une forte homologie avec la protéine d’intérét.

La deuxieme difficulté réside dans le fait que I’information de phase issue du modele biaise
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considérablement la structure de la protéine d’intérét comme on peut le voir sur 1I’explication

suivante :
Soit le canard et le chat deux objets : b
Illustrations issues du livre

de Kevin Cowtan
Si nous utilisons les informations de phases issues de la
transformée de Fourier du canard et les amplitudes du chat (ce qui peut étre assimilé a un

remplacement moléculaire), I’objet reconstitué est le suivant :

Illustration issue du livre de
Kevin Cowtan

Comme on peut le voir, les phases jouent un role majeur dans I’information
structurale. Cet exemple met en évidence le biais que peut apporter le modele a la structure
d’intérét et donc la nécessité d’affiner la structure afin que celle ci refléte au maximum la

réalité.

III.3 Construction et affinement du modéle

Le mode¢le construit initialement ne permet pas toujours d’expliquer I’ensemble des
informations structurales observées. Il est donc nécessaire de ’affiner. L’affinement a pour
but de modifier le modele pour que celui-ci explique de manicre la plus réelle possible les
informations structurales issues de 1I’expérience.

Deux paramétres principaux permettent de suivre I’affinement du modele, il s’agit des
facteurs R et Rgee. Mathématiquement, ces deux facteurs sont définis de manicres identiques

et peuvent s’écrire :

2

R=R. =M

free E

hkl

F;)bs

calc

F

obs

Ou F représente le facteur de structure.
La différence entre le facteur R et le facteur Rg.. réside dans le nombre de réflexions utilisées
pour le calcul. En effet, le facteur Rg.. est calculé avec 5% des réflexions qui ne seront pas

affinées. De ce fait, une diminution du facteur R non corrélées a une diminution du facteur
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Riree rend compte d’un sur affinement qui entraine des erreurs au niveau de la structure finale
du modgele.

Pendant I’affinement, les coordonnées x, y et z ainsi que le facteur d’agitation
thermique B sont modifiés pour chaque atome de manicre a expliquer le mieux possible la
carte de densité €lectronique tout en respectant les contraintes géométriques imposées pour
toutes protéines (ou molécules de solvant). En pratique I’affinement est réalisé par cycles au
cours desquels le modéele est modifi¢ manuellement puis soumis a un affinement numérique
via les programmes COOT (Emsley et Cowtan, 2004) et REFMAC (Murshudov et al., 1997),

respectivement.

I1I.4 Cristallogenese et Collecte des données

[I1.4.1 Cristallogenése

La cristallisation de RrgA est réalisée par la méthode de la goutte suspendue a 20°C.
Les nombreuses conditions obtenues au Laboratoire de Cristallisation a Haut Débit du PSB
(HTXLab) ont été affinées manuellement jusqu’a 1’obtention de monocristaux de taille
suffisante pour des expériences de diffractions des rayons X. L’affinement est réalisé en
mixant 1ul de protéine concentrée a 1ul d’agent précipitant. Un gradient d’agent précipitant
est réalis¢ sur plaque 24 puis pour isoler la condition optimale. Sous sa forme native
I’obtention de cristaux de RrgA est réalisée a 6mg/ml dans 20% PEG 3350 ; 0,2M disodium
phosphate dihydrate. Sous sa forme dérivée sélénométhionine, les cristaux sont obtenus a 20

mg/ml dans 50mM MES (pH 6,5) ; 5% PEG 4000 ; 10% glycerol et 100mM NaCl.

[11.4.2 Collecte des données

Une fois les cristaux obtenus, il est nécessaire de les cryo-protéger avant la collecte.
En effet, la collecte du jeu de données se fait & 100°K sous un flux d’azote gazeux afin de
limiter les effets de la chaleur produite par I’interaction entre les molécules du cristal et le
faisceau de rayons X. Sans cryoprotection, les molécules d’eau contenues dans les canaux de
solvant vont former de la glace, ce qui doit étre évité pour deux raisons. La glace étant un
empilement cristallin de molécules d’eau, va considérablement bruiter le jeu de données et
peut rendre difficile son traitement. D’autre part, elle occupe un volume plus grand que 1’eau
liquide et peut, de ce fait, détruire I’empilement cristallin protéique lors de sa formation. Pour

palier a ce probléme, le cristal doit étre cryo-protégé. Pour se faire, il est successivement
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trempé dans une solution de concentration croissante en glycérol (5, 10, 15, 20 et 25%), ce qui

va empécher la formation de glace ordonnée.

Un premier jeu de données natif a été enregistré sur la ligne de lumiere ID23-EH1 de
I’ESRF. Une expérience MAD (Multiple-wavelength Anomalous Dispersion) fut ensuite
enregistrée sur la ligne de lumiére ID29, permettant de modifier les longueurs d’onde pendant
I’expérience. Un spectre de fluorescence, au seuil d’absorption du sélénium, a été enregistré
sur un cristal de RrgA séléniée. Ce spectre permet de déterminer les variations des
coefficients f” et £’ en fonction des variations de I’énergie des photons incidents. La longueur
d’onde correspondant au seuil d’absorption du sélénium pour laquelle la valeur de f’ est
maximale a été choisie comme longueur d’onde du pic a 0,9790 A (12,664 keV). La seconde
longueur d’onde utilisée appelée « inflection » correspond au minimum de £ a 0,9790 A
(12,662 keV). Une troisiéme ainsi qu’une quatriéme longueur d’onde de référence ont été
choisies 2 0,9751 A (12,640 keV) et 0,9880 A (12,714 keV).

La structure de RrgA a finalement été résolue par SAD en utilisant le jeu de données
collecté au pic du sélénium grace au programme AutoSharp. Le modéle initial obtenu a 2,4 A
de résolution a été utilisé pour phaser un jeu de donnée natif a 1,9 A en utilisant le programme
PHASER.La maille est composée d’une seule molécule d’RrgA et de deux molécules

d’HEPES. Les facteurs R et Rg.. sont respectivement 19,80 et 23,80 en fin d’affinement.
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I  RrgA : résumé de ’article

Les pili sont des facteurs de virulence ancrés a la surface des bactéries et jouant un
réle important dans la reconnaissance et 1’adhésion aux cellules hotes. La protéine RrgA,
portée par le pathogéne Streptococcus pneumoniae, est un élément important pour
I’établissement de 1’infection par un nombre de souches non négligeable. Dans cet article,
nous présentons la structure a haute résolution par cristallographie aux rayons X de RrgA.
Cette protéine de 893 résidus se structure en 4 domaines alignés, d’origines eucaryote et
procaryote. En effet, RrgA posséde un domaine de reconnaissance du collagene de type
intégrine I, lequel est modifi¢ par deux insertions qui forment une cavité chargée
positivement. Les trois autres domaines, d’origine procaryote, ne possédent pas d’activité
d’adhésion mais forment un piédestal au bout duquel se situe le domaine fonctionnel. Nous
avons montré par spectrométrie de masse, mutagenése dirigée et expériences de dénaturation
thermique que la présence de ponts isopeptidiques au sein de la protéine jouait un role

important dans la stabilisation de ’ensemble de la structure.
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SUMMARY

Pili are fibrous virulence factors associated directly
to the bacterial surface that play critical roles in adhe-
sion and recognition of host cell receptors. The
human pathogen Streptococcus pneumoniae carries
a single pilus-related adhesin (RrgA) that is key for
infection establishment and provides protection
from bacterial challenge in animal infection models,
but details of these roles remain unclear. Here we
report the high-resolution crystal structure of RrgA,
a 893-residue elongated macromolecule whose fold
contains four domains presenting both eukaryotic
and prokaryotic origins. RrgA harbors an integrin |
collagen-recognition domain decorated with two in-
serted “arms” that fold into a positively charged
cradle, as well as three “stalk-forming” domains.
We show by site-specific mutagenesis, mass spec-
trometry, and thermal shift assays that intradomain
isopeptide bonds play key roles in stabilizing RrgA’s
stalk. The high sequence similarity between RrgA
and its homologs in other Gram-positive microorgan-
isms suggests common strategies for ECM recogni-
tion and immune evasion.

INTRODUCTION

Pili are elongated, flexible appendages directly associated to the
bacterial surface that have been shown to participate in essential
events for infection establishment, including adhesion to the
extracellular matrix, DNA transfer, and biofim formation. The
well-studied Gram-negative pili consist of thin fibers formed by
non-covalently associated building blocks, and binding to host
cells is performed by adhesins, which are often localized on
the fimbrial tip. Adhesin recognition of oligosaccharides of target
cell glycoproteins or glycolipid receptors determines tissue
tropismand is often essential for the initial phases of the infection
process (Proftand Baker, 2009; Soto and Hultgren, 1999; Telford
et al., 2006). Pili in Gram-positive pathogens have only been
recently described, and consist of a backbone formed by cova-
lently linked copies of a major pilin to which minor pilins are asso-
ciated. Although the minor subunits are not required for forma-
tion of the pilus shaft, they have been shown to be essential for
host cell recognition and adhesion of a variety of Gram-positive
microorganisms (Abbot et al., 2007; Barocchi et al., 2006;

Dramsi et al., 2006; Maisey et al., 2007; Mandlik et al., 2007; Nal-
lapareddy et al., 2006; Nelson et al., 2007). In addition, pilus-
related adhesins of Gram-positive bacteria confer protection
against a potentially lethal bacterial challenge in animal disease
models (Gianfaldoni et al., 2007; Maione et al., 2005; Mora et al.,
2005), underlining the importance of these molecules in patho-
genesis and as well as of their potential application as antigens
in vaccination strategies (Proft and Baker, 2009; Telford et al.,
2006).

The Gram-positive human pathogen Streptococcus pneumo-
niae accounts for a large number of cases of pneumonia, otitis,
and meningitis, and is one of the major causes of community-
acquired illnesses. Despite the availability of antibiotic treatment
and vaccine strategies, it still claims yearly over 1.5 million
victims worldwide, mostly due to the spread of antibiotic-resis-
tant strains and the limited efficacy of vaccines (Bronzwaer
etal., 2002; Levine et al., 2006). Thirty percent of S. pneumoniae
strains isolated in clinical environments are piliated and carry the
rrA genetic element, which codes for all seven genes required
for pilus formation: the rirA regulating element, the backbone-
forming pilin (RrgB), an adhesin (RrgA), a minor pilin (RrgC),
and three sortases (SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3) (Barocchi et al.,
2006; Dramsi et al., 2008; LeMieux et al., 2006). Sortases are
cysteine transpeptidases that recognize cell-wall sorting signals
(CWSS) such as LPXTG-like motifs on target pilins and catalyze
both the covalent association of pilus backbone subunits and the
association of minor pilins to the fibrillar shaft (Mandlik et al.,
2008a; Scott and Zahner, 2006; Ton-That and Schneewind,
2004). Although sortases have been shown to recognize prefer-
entially one Rrg substrate, it is now known that their specificities
can be interchangeable up to a certain extent, a fact that is
potentially linked to the similarity of their active sites (Falker et al.,
2008; Manzano et al., 2008; Neiers et al., 2009; Manzano et al.,
2009). Immunoelectron microscopy imaging has shown that
the pneumococcal backbone fiber is formed by RrgB, whereas
RrgA and RrgC are associated along the filament (Barocchi
et al., 2006; Hilleringmann et al., 2008; LeMieux et al., 2006).

The only adhesin of the pneumococcal pilus, RrgA, plays a key
role in bacterial adhesion both to respiratory and to epithelial
cells (Nelson et al., 2007); in addition, it has been shown to
interact with different elements of the extracellular matrix
(ECM), namely fibronectin, collagen, and laminin (Hilleringmann
etal., 2008). Interestingly, however, cellular recognition by pneu-
mococcal pili also occurs in DrrgBDrrgC strains, in which the
RrgB backbone is notably absent, suggesting that the adhesive
properties of RrgA are effective even when it is associated
directly onto the bacterial surface (Nelson et al., 2007). However,
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Table 1. Data Collection, Phasing, Molecular Replacement, and Structure Refinement Statistics

Data Collection

Data set Peak Inflection Point Low Remote Native
Wavelength @) 0.9791 0.9793 0.9751 0.9810
Space group P2; P2, P2; P2:2:2;
a (@A) 51.66 51.78 51.85 51.09

b (&) 83.66 83.98 84.13 83.73
c@) 180.27 180.91 181.24 299.43
b() 89.79 89.82 89.83

Resolution (A) 2.41 2.41 2.41 1.90

No. observed/unique reflections 193,352/102,274 187,186/100,908 176,800/97,859 582,427/97,681
Completeness (%) 81 (60) 76.4. (50.7) 70.6 (41.8) 88.7 (64.4)
Rsym (last shell) 7.9 (36.3) 8.6 (59.4) 9.9 (82.4) 5.3(35.9)
I/s(I) (last shell) 6.97 (2.13) 6.4 (1.41) 5.75 (0.97) 38.29 (5.96)
Phasing

Phasing power ANO 0.828 0.606 0.256

Phasing power ISO (acentric/centric) 0.104/0.109 0.192/0.189

FOMops 0.3433

FOMpm 0.8759

Molecular Replacement

Phaser RFZ/TFZ 22.2/31.2
LLG 968/1090
Refinement

Resolution (A) 1.90
Rwork (%) 19.80
Réire (%) 23.80
No. of protein atoms 6486

No. of solvent atoms 819

No. of HEPES molecules 2

Rmsd, bond lengths (A) 0.024
Rmsd, bond angles () 1.890
Mean B factor (A2) 18.56
Residues in most favored/allowed region 98.23

of Ramachandran plot (%)

neither the identity of RrgA’s cellular receptor(s) nor details
regarding its multifaceted mode of ECM recognition are known.

In order to address this question, we solved the high-resolu-
tion crystal structure of RrgA from the highly infectious TIGR4
pneumococcal strain. In contrast to all adhesin structures solved
to date, which display compact folds of limited size, RrgA is an
893-residue, elongated molecule that harbors four domains
associated semilinearly as “beads on a string.” The largest
domain harbors a region that displays high similarity to the
collagen-binding integrin | domain, whereas the three others
display folds present in other bacterial systems, namely a region
reminiscent of the CnaB adhesin of S. aureus and two immuno-
globulin (IgG-like) domains. Both CnaB-like and 1IgG domains
are stabilized by intermolecular isopeptide bonds, which we
show, by mutagenesis and thermal shift assays, to be key for
RrgA stabilization. The high sequence similarity between RrgA
and other streptococcal pilus adhesins suggests that its
complex, multifaceted fold, which involves elements from both

eukaryotic and prokaryotic systems, will provide information
regarding pilus-ECM interactions in a variety of Gram-positive
pathogens.

RESULTS

RrgA, A Four-Domain Adhesin

RrgA is an 893-residue protein whose primary structure analysis
predicts the presence of a von Willebrand factor-like domain and
reveals an LPXTG-like CWSS at its C terminus; a construct that
lacks the first 38 amino acids, predicted to be disordered, as well
as the CWSS was used for crystallization. RrgA (39-868) crystal-
lized as a monomer in space group P2;, and the structure was
solved by performing a three-wavelength anomalous dispersion
(MAD) experiment on a selenomethionylated crystal at the ESRF
synchrotron in Grenoble; this model was subsequently used to
phase native data to 1.9 A. Data collection, phasing, and refine-
ment statistics are included in Table 1.
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RrgA (residues 47-815 Figure 1; see Figure S1 available online)
is an unusual four-domain (D1-D4), elongated molecule that is
approximately 195 A long and 70 A wide; domains D1 and D2
carry elements from both N-terminal and C-terminal regions of
RrgA into which other sequences have been inserted (domain
D3 is inserted into D2; D2/D3 are inserted into D1). The four
domains make few contacts with each other, being mostly asso-
ciated through short linkers and hairpins, which suggests that
the full-length protein, once associated to the RrgB backbone
fiber, could display a considerable level of domain flexibility.

Domain D1 is highly reminiscent of an IgG domain (Figure S2).
Five b strands are formed from the N terminus of the sequence
(residues 47-141), whereas the last strand, which connects to
D4, is formed by C-terminal residues 723-731 (dark green in
Figure 1B). Domain D2 is formed by N-terminal residues 144-
218 and C-terminal residues 593-722 that clasp into an 11-b-
stranded sandwich (cyan and blue, Figure 1B). The two “halves”
of the sandwich are locked together by an isopeptide bond
between Lys191 and Asn695. Notably, the fold of D2 is reminis-
cent of that of the B domain of the collagen-binding adhesin Cna
from S. aureus (Deivanayagam et al., 2000) (Figure S2);
a comparison of the two structures reveals that it is mostly the
core b strands that are structurally comparable, and RrgA
harbors additional hairpins and loops located away from the
core. The D2 domain is linked to a third, major domain (D3)
through a short b-hairpin structure, itself also composed of resi-
dues from the N-terminal and C-terminal regions of the molecule
(Thr214-GIn218, and Val587-Lys591).

RrgA’s D3 domain (Lys219-11e586) contains a region (yellow in
Figure 1) whose fold highly resembles that of the human A3
domain of von Willebrand factor (VWWA), a molecule shown to
interact with collagens | and Il (Bienkowska et al., 1997; Cruz
et al., 1995). The VWA fold is found in many eukaryotic cell
surface proteins involved in interactions with the extracellular
matrix (Springer, 2006), including within the b domain of integ-
rins, where it also has been shown to play a role in collagen inter-
action (Emsley et al., 2000; Kamata and Takada, 1994; Tuckwell
et al, 1995). The classical VWA/integrin | fold consists of
a central, six-stranded b sheet surrounded by a helices, resem-
bling a dinucleotide-binding domain (Bienkowska et al., 1997;
Emsley et al., 2000; Huizinga et al., 1997; Lee et al., 1995b; Qu
and Leahy, 1995; Vorup-J ensen et al., 2003) and superposition
of the structure of the a2bl integrin onto the analogous domain
in RrgA reveals high structural similarity (Figure S2) (albeit
asequence identity level thatis below 10% ). However, RrgA’s in-
tegrin I-like domain displays a five-stranded parallel sheet and
carries two main inserted “arms” (Figure S3). The first inserted
region immediately follows b2 and involves residues Phe280-
Asp318 (magenta in Figure 1); it folds into an elongated region
camrying two b hairpins. The second, larger insertion region
ranges from Met392 to Gly516 (red in Figure 1); although it is
mostly composed of loops, it carries one short hairpin region
and two helices. These two inserted arms extrude from the
core of the integrin I-like domain and stretch out, away from
the body of the molecule, making a large number of interactions
throughout. Interestingly, sequence analyses and structural
predictions of RrgA homologs in different pathogenic strepto-
coccal species (Figure 2) reveal that the full-length molecules
display a sequence identity level of approximately 50% (with
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D1 3 . D2
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Figure 1. Schematic Arrangement and Tertiary Fold of RrgA

(Top) RrgA is composed of four domains, where D3 is inserted into D2, and
D2/D3 are inserted into D1.

(Bottom) In 3D, RrgA's four domains are aligned much like beads on a string;
D1 is shown in dark green (N-terminal region) and light green (C-terminal
strand); the Cna-B-like domain of D2 is formed by residues fromthe N terminus
(light blue) and C terminus (dark blue) of the molecule. The integrin I-like
domain is shown in yellow, with the extended arms in red and magenta. The
C terminus of RrgA is composed of domain D4 (orange).
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Figure 2. Streptococcal Pilus Adhesins Show Multiple Similar Structural Features

Sequence alignment of the D3 domain of RrgA with the analogous domain of the major pilus adhesins (RrgA homologs) from Streptococcus agalactiae (B8RD39)
and Streptococcus pyogenes (B8QYF2), as well as the | domain of eukaryotic integrin a2bl. Identical residues are shown in white with a red background. Resi-
dues involved in the MIDAS motif are highlighted in green. Thr357, which could potentially bind the metal ion directly upon a ligand-induced conformational
change, is highlighted in blue. Secondary structure elements corresponding to inserted arms are shown in magenta and red; note their clear absence in the
sequence of integrin a2bl. The red arm region shows the highest level of sequence divergence.

similarity levels beyond 70%), and also harbor integrin I-like
domains decorated with arms. However, it is precisely in the
region of the inserted arms that the sequence identity level is
the lowest (in the range of 40%); this is the most evident in the
analysis of Figure 2, and suggests that this region could be em-
ployed for different roles in pathogenesis (see below).

Domain D4 (orange in Figure 1) precedes the CWSS
C-terminal sequence and is separated from domain D3 through
a 13-residue stretched linker region with high temperature
factors (and thus flexibility). D4, like D1, is highly reminiscent of
an 1gG domain (Figure S2), and is composed uniquely of

C-terminal residues 736-859. IgG domains have been identified
within the structure of the minor adhesin GBS52 of the pilus of
S. agalactiae, where they have been shown to be crucial for
bacterial adhesion (Krishnan et al., 2007), and is notably present
in structures of adhesins associated to Gram-negative pili (Soto
and Hultgren, 1999). In addition, a second isopeptide bond is
present between Lys742 and Asn854 (see below).

Multiple Extracellular Matrix-Binding Platforms
Integrin | domains carry a MIDAS (metal ion-dependent adhesion
site) motif located largely on the C-termini of the central b sheet.

Structure 18, 106-115, | anuary 13, 2010 2 2010 Elsevier Ltd All rights reserved 109

71



S. pneumoniae

This site is formed by an aspartate and 2 serine residues orga-
nized within a Asp-X-Ser-X-Ser sequence, as well as a Thr and
a second Asp residue, and has been shown to play a key role
in the recognition of collagen (Emsley et al., 2000; Kamata and
Takada, 1994). The analogous region in RrgA, located within
domain D3, also carries a MIDAS motif composed of the
Asp232-X-Ser234-X-Ser236 constellation of residues on loopl
and one acidic residue (Asp 387) on loop 3 (Figures 2 and 3A).
In addition, as is the case for integrins, the MIDAS motif of
RrgA coordinates a metal ion that we have modeled here as an
Mg™ (although no metal was included in the crystallization solu-
tion). Ser234, Ser236, and Asp387 formdirect bonds to the metal
through their hydroxyl oxygen atoms, whereas Asp232 and
Thr357 contribute water-mediated contacts. It is of note that in-
tegrin | domains undergo large conformational changes upon
ligand binding (Springer, 2006), and the conformation of the
RrgA MIDAS domain, presented here in the absence of ligand,
is closed. Itis of interest, however, that the high structural simi-
larity between the D3 domain of RrgA and beta-l integrin
domains, including the presence of metal within the MIDAS
motif, clearly points to collagen recognition as a potential func-
tion for RrgA; interestingly, this is confirmed by the studies of Hill-
eringmann and colleagues (Hilleringmann et al., 2008) who iden-
tified collagen as a major target for RrgA. One notable difference
between the MIDAS motif of eukaryotic integrins and pneumo-
coccal RrgA is that in the former, the motif is located superfi-
cially, on a shallow region of the protein surface, whereas in
RrgA it is positioned within an a trench-like region cradled by
the two inserted arms (Figure S4). Superposition of the structure
of integrin a2bl in complex with a triple-stranded peptide from
collagen Ill (PDB 1dzi) onto RrgA generated a large number of
clashes (not shown), suggesting that accommodation of the
collagen peptide into the trench would require localized move-
ment of MIDAS residues, as shown for “open” conformations
of many integrin | domains (Springer, 2006). Superposition of
the structure of the RrgA MIDAS domain with the open and
“closed” forms of the CR3 b2-integrin (Lee et al., 1995a)
suggests that cleft opening could include movement of the
Thr357 side chain, which could potentially interact directly with
the metal ion in the liganded form (Figure S5). In addition, confor-
mational changes could include movement or rotation of the
arms. Such an entrenched recognition between a pilus adhesin
and an ECM component could provide accrued stability to the
bacterium on the matrix surface.

In addition to recognizing collagen, RrgA has also been shown
to be important for S. pneumoniae’s recognition of laminin and
fibronectin, common components of the eukaryotic extracellular
matrix (ECM) (Hilleringmann et al., 2008). Glycosaminoglycans
(GAGs) are linear polysaccharides attached covalently to
proteins of the proteoglycan family, and are ubiguitously present
on all animal cell surfaces. Interestingly, several proteins that
recognize GAGs do so through elongated crevices rich in basic
residues (Imberty et al., 2007). Notably, analysis of a surface
potential map of RrgA reveals that the two insertion arms of D3
join on the region that is the farthest from the N and C termini
of RrgA in order to form a large, cradle-shaped surface of highly
basic character (Figure 4). The concentration of basic residues
present in the U-shaped cradle suggests that the cradle could
provide the binding site for negatively charged molecules (such
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Figure 3. The MIDAS Motif of RrgA

(A) The metal ion, refined here as a Mg?*, is stabilized by a classical constella-
tion of residues also seen in MIDAS motifs of eukaryotic proteins.

(B) Mapping of identical (red) and similar (orange) residues in RrgA-like adhe-
sins in Streptococcal spp. (S. pneumoniae, S. agalactiae, S. pyogenes) onto
the structure of the D3 domain of RrgA. Residues involved in forming the
MIDAS motif are in dark blue. The central region of the domain, which harbors
the MIDAS motif, is the most conserved, while the arms of the structure display
patches of nonconserved sequence.

as GAGs that are directly associated to fibronectin and laminin)
and thus bridge the interaction between the bacterium and the
ECM. Interestingly, only few of the basic residues identified in
the U-shaped cradle of RrgA are strictly conserved (as Lys or
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Figure 4. Another ECM-Binding Region Is Formed by the Inserted
Arms

Surface potential diagram of the D3 domain of RrgA that shows the basic
U-shaped cradle. This view is 180 away from the one shown in Figure 3B.

Arg) among the sequences of the pilus adhesins of S. agalactiae
and S. pyogenes (Figures 2 and 3B), suggesting that the crevice
formed by the amms in these adhesins could potentially recognize
other host cell molecules. This observation could provide
a partial explanation for the distinct tissue tropism observed for
piliated Gram-positive species.

The “Stalk” Is Stabilized by Intramolecular Isopeptide
Bonds

The pilus-forming biosynthetic machinery in Gram-positive
organisms requires the formation of intermolecular isopeptide
bonds, notably between the sortases and the LPXTG-like motif
on their target proteins (Mandlik et al., 2008b; Scott and Zahner,
2006). In addition, isopeptide bonds formed within a single
domain have also been identified in the structure of Sp0128,
the major pilin subunit from S. pyogenes (Kang et al., 2007)
and of a minor accessory pilus molecule from the S. agalactiae
pilin (Krishnan et al., 2007). These bonds have been shown to
be the product of an intramolecular reaction between the side
chains of a Lys and an adjacent Asp residue, and the NZ and
OD1 atoms of the resulting bond are both stabilized by hydrogen
bonding with an acidic residue in the immediate vicinity (Kang
etal., 2007). RrgA harbors two intramolecular isopeptide bonds,
one located in the Cna-B-like D2 domain, and a second one in
D4. The bond within D2 is formed between the side chain of
Lys191 (in the N-terminal region of the RrgA sequence) and
Asn695 (in the C terminus of the structure). Although an acidic
group (Asp600) is located in its vicinity, the side chains of
Thr694 and Thr698 also provide additional stabilization for the
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Figure 5. Domains D2 and D4 Are Stabilized by Intramolecular
Isopeptide Bonds

(A) Domain D2 carries a bond between the side chains of Lys191 and Asn695
that, in addition to Asp600, is also stabilized by two Thr hydroxyl groups.

(B) The isopeptide bond in domain D4 is stabilized by nearby GIu803. In both
(A) and (B), Fo-Fc simulated annealing omit maps are shown.

(C) Thermal shift analysis results for RrgA isopeptide bond mutants. Wild-type
RrgA (orange) displays maxima at 51 C and 64 C, while mutants involving the
D2 domain isopeptide bond have lost the 64 C peak, indicating that the RrgA
stalk could be compromised.

isopeptide linkage (Figure 5A). The isopeptide bond present in
D4 is formed by proximal elements of the C-terminal sequence,
namely Lys742 and Asn854; the hydrogen bonding stabilization
profile is more classical, being provided by GIlu803 (Figure 5B).
As is the case for other isopeptide linkages, the intramolecular
isopeptide bonds in RrgA are also surrounded by hydrophobic
residues: 11206, Leu208, and Phe713 for the D2 bond and
Leu751, Phe756, and 11e852 for the D4 bond.

We sought to confirm the importance of the two isopeptide
bonds for RrgA’s stability using site-specific mutagenesis,
mass spectrometry, and thermal shift analyses. The molecular
mass of wild-type RrgA, measured by mass spectrometry, was
consistent with the absence of two NH3 groups (thus confirming
the formation of two isopeptide bonds; see Table 2). We initially
studied the isopeptide bond in D2, and generated single mutants
in which Lys191, Asn695, and Asp600 were mutated into
alanines. For each mutant, the measured mass was compatible
with the loss of one isopeptide bond; thus, mutants K191A and
N695A were no longer capable of generating the isopeptide
bond in D2 (uniquely in D4). Interestingly, an RrgA variant
carrying a D600A mutation behaved similarly to the K191A and
N695A mutants, also displaying the inability to generate one
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Table 2. Mass Measurements of RrgA Variants by Electrospray lonization Mass Spectrometry Time-of-Flight Mass

MeasuredMass Mass Diﬁergnce Number of Isopeptide
CalculatedMass (Da) (Da) (Calculated A Measured) Bonds Present
WT RrgA 94 197.5 94,163.7 33.8 2
E803A 94 139.5 94,123.8 15.7 1
K191A 94 140.4 94,124.8 15.6 1
N695A 94 154.5 94,139.3 15.2 1
D600A 94 153.5 94,139.3 14.2 1
D600A/E803A 94 095.5 94,096.0 A0.5 0

The presence of one isopeptide bond corresponds to the loss of one NH3 group (17Da).

isopeptide bond even in the presence of intact Lys191 and
Asn695 side chains. These results suggest that the function of
the acidic side chain in isopeptide bond formation is dual: it
provides hydrogen bonding stabilization to the bond once it is
formed, but must also play a key role in its formation during
protein folding. In light of these results and in order to study
the isopeptide bond located within domain D4, we generated
an RrgA variant carrying a single EB03A mutation. Mass spectro-
metric measurements of RrgA-E803A confirmed that one iso-
peptide bond was also missing in this form, thus confirming
that the presence of an acidic residue in the immediate environ-
ment of an isopeptide bond is an essential factor for its forma-
tion. Notably, no isopeptide bonds could be identified in an
RrgA-D600A-E803A double mutant (Table 2).

We then performed thermal shift analyses of all RrgA variants.
Proteins were gradually heated in an 1Q5 Bio-Rad apparatus and
thermal unfolding curves were monitored through the detection
of changes in fluorescence of a Sypro Orange probe. This anal-
ysis (Figure 5¢) reveals that wild-type RrgA displays two unfold-
ing maxima: the first at approximately 51 C (+0.5), which is
shared with all other RrgA variants, and a second, less
pronounced peak, whose T, value is approximately 64 C
(#0.2). Because the major peak is present in experiments with
all RrgA forms independent of the presence or absence of iso-
peptide bonds, it could represent the unfolding of the D3 domain.
In the RrgA-E803A variant, which lacks the isopeptide bond in
domain D4, the T,, of the second peak is 2 C lower than for
the wild-type form; this observation suggests that the minor
peak corresponds to the unfolding of the smaller domains.
Notably, in the cases of both RrgA-D600A and RrgA-D600A-
EBO03A, the second peak is not observed; the absence of this
second transition point suggests that absence of the isopeptide
bond in domain D2 (Cna-B-like) engenders a destabilization of
the entire RrgA stalk. Recently, it has been shown that the iso-
peptide bonds carried by S. pyogenes Sp0128 also play a key
role in stabilization of the fiber-forming molecule (Kang and
Baker, 2009) whereas isopeptide bonds in the analogous mole-
cule of B. cereus, BcpA, are crucial for pilus assembly (Budzik
et al.,, 2008). These results confim that such bonds play
a universal stabilizing role in the pilus-formation processes of
Gram-positive species.

DISCUSSION

Adhesion to target host cells by surface-exposed virulence
factors, such as pili, is a key step in infection establishment by

a large number of bacterial pathogens. The well-studied pili
from Gram-negative pathogens have been shown to display
specific adhesins on their tips that play important roles in adher-
ence to both the extracellular matrix and to glycoprotein or glyco-
lipid receptors, often determining tissue tropism (Proftand Baker,
2009; Soto and Hultgren, 1999). In Gram-positive pathogens,
however, clarification of the details of the pilus-mediated adhe-
sion process has only recently started. In this work, we report
the structural characterization of a totally novel adhesin that is
essential for the infectivity process of a major human pathogen
and whose tertiary fold is composed of linearly aligned domains
observed in both eukaryotic and prokaryotic organisms.

RrgA is composed of four independent domains linked by flex-
ible regions. This organization can potentially allow for interdo-
main flexibility, which could be important for the recognition of
different host targets during the infection process, while the
presence of two isopeptide bonds guarantees stability of the
individual domains. The composite nature of RrgA includes
two 1gG domains (D1/D4), and their potential function could
include enhancement of binding of the adhesin to host tissue
receptors and/or providing stability for the macromolecule.
These functions are observed in a number of bacterial adhesins;
PapG, for example, is located at the distal end of the P pilus of
uropathogenic E. coli (UPEC) and folds into two IgG-like
domains, one of which is key for receptor recognition (Dodson
et al., 2001). The GBS52 pilus adhesin of S. agalactiae also
harbors two 1gG-like regions, one of which is key in promoting
adherence to lung tissue, while the second one provides struc-
tural support (Krishnan et al., 2007). In RrgA, the latter function
could be shared by its Cna-B-like domain (D2), because the B
domain of collagen-binding protein Cna of S. aureus has also
been suggested as being the stalk that projects the A
collagen-binding domain away from the bacterial surface and
toward the ECM (Deivanayagam et al., 2000). In RrgA, domains
D1, D2, and D4 are associated linearly, with D3 located at the
edge (Figures 1; Figure S1). This arrangement suggests that
one of the roles of domains D1, D2, and D4 could be to project
the ECM-recognition D3 domain away from the pilus fiber in
order to reach out toward the host cell as much as possible.
Association of RrgA to the RrgB pilus backbone is catalyzed
through recognition of dedicated sortases of the LPXTG-like
CWSS motif on the C terminus of D4, lending support to this
hypothesis.

The D3 domain of RrgA harbors two different potential ECM-
recognition platforms: the integrin | domain, shown to participate
in collagen binding in many eukaryotic proteins, and the basic
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U-shaped cradle, located at the very edge of the adhesin, which
could potentially be the binding site for negatively charged glu-
cosaminoglycans or other acidic molecules of the ECM. The
high sequence similarity between RrgA and pilus adhesins
from S. pyogenes and S. agalactiae points to the possibility
that the three-dimensional fold of these proteins could be highly
similar (notably with the strict conservation of the MIDAS motif in
all three molecules, Figures 2 and 3B); the identification of
collagen-binding capabilities by a S. pyogenes strain (Kreike-
meyer et al., 2005) provides support for this proposition. In addi-
tion, the presence of the integrin | domain, which is widespread
in a number of eukaryotic proteins, in pilus-associated adhesins
of all three pathogenic species suggests that this could be
a strategy that allows the pathogen to evade host defense mech-
anisms. Albeit the structural similarity of the core regions, there
are notable charge differences within the arms (notably within
residues forming the cradle) that could be an indication of the
differential interaction of such adhesins with the host, which is
to be expected from molecules that target different tissues.
RrgA and its counterparts in S. pyogenes and S. agalactiae
have been shown to provide protection in animal models of acute
disease and could thus represent interesting potential antigens
for vaccine development (Abbot et al., 2007; Nelson et al.,
2007; Dramsi etal., 2006; Maisey et al., 2007). Notably, strategies
for the generation of novel vaccines include the rational engi-
neering of antigenic targets through the understanding of domain
boundaries and epitope structures (Dormitzer et al., 2008). The
identification of individual domains with distinct host cell recogni-
tion functions in the structure of the pilus adhesin reported here is
an essential step in this process, and should be exploited in the
development of novel anti-streptococcal vaccines. In addition,
the predicted structural similarity between the adhesins of these
three major piliated microorganisms suggests that the RrgA
structure could provide a basis for the understanding of ECM-
recognition features by different Gram-positive pathogens.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression and Purification of Recombinant Proteins

The region of the S. pneumoniae TIGR4 rmgA gene (SP0462) coding for amino
acids 39 to 868 was amplified using conventional polymerase chain reaction
(PCR) methodologies and cloned into vector pLIM (Protein Expert, Grenoble).
The resulting vector was transformed into E. coli RIL cells (Invitrogen) to
produce recombinant protein with an N-terminal hexahistidine tag. Protein
expression was induced in Terrific Broth with 1 mM IPTG at 37 C for 3 hr.
Bacteria were collected by centrifugation, resuspended in a minimal volume
of buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl [pH 8.0], 20 mM Imidazole, 1 mM
PMSF, 0.1nm aprotinin, and 1 nM pepstatin) and lysed by sonication. The
lysate was clarified by centrifugation and applied onto an immobilized metal
chelate affinity chromatography column (HisTrapHP; GE HealthCare) pre-
equilibrated in lysis buffer. Protein elution was performed by an imidazole
step-gradient. Fractions containing RrgA were pooled and dialyzed 3 hr into
50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH 8.0) at 4 C, and subsequently incubated
with 1/5 (w:w) TEV protease at 15 C. The protein was reloaded onto an
HisTrapHP column and the eluted cleaved products dialyzed 3 hrinto the same
buffer as above. Subsequently, RrgA was loaded onto a MonoQ (5/50GL GE
HealthCare) column in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) and eluted in the flow through;
fractions were pooled, concentrated, and injected onto a HiLoad 16/60 Super-
dex 200 (GE HealthCare) column in 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH 8.0).
Pooled and concentrated fractions were used for crystallization tests. All RrgA
variants were expressed using the same methodology, except that the MonoQ
step was not employed.

Selenomethionylated RrgA was expressed in E. coli RIL cells in minimal
medium supplemented with thiamine (0.2 mg/ml), leucine (50 mg/ml), valine
(50 mg/ml), isoleucine (50 mg/ml), lysine (100 mg/ml), phenylalanine
(100 mg/ml), threonine (100 mg/ml), and selenomethionine (60 mg/ml). Expres-
sion and purification was performed as for the native protein.

The pLIM-RrgA expression plasmid served as a template for the introduction
of single amino or double acid substitutions by PCR using the QuikChange XL
Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). All the mutant constructs were
subsequently sequenced; the results showed that only expected mutations
were introduced during PCR. Expression and purification of all RrgA mutants
were performed as for the wild-type protein.

Crystallization, Data Collection, and Structure Solution

Crystals of native RrgA were grown by the hanging-drop vapor diffusion
method at 20 C in20% PEG 3350, 0.2 M disodium phosphate dihydrate, while
selenomethionine crystals were produced in 50 mM MES (pH 6.5), 5% PEG
4000, 10% glycerol, and 100mM NaCl. Both native and selenomethyonylated
crystals were cryoprotected by successive brief incubations in mother liquor
containing increasing concentrations of glycerol (up to 20%), and were subse-
quently flash-cooled in liquid nitrogen until data collection. A three-wavelength
MAD experiment was performed on the Se edge on the ID-29 beamline (2.4 An,
space group P2;). The three data sets from the MAD experiment were pro-
cessed and scaled with XDS (Kabsch, 1993); identification of selenium atom
positions, refinement, and phasing were performed with AutoSHARP
(Bricogne et al., 2003; de la Fortelle and Bricogne, 1997) and automatic model
building was performed with ARP/wWARP 7.0.1 (Perrakis et al., 1999). PHASER
(Storoni et al., 2004) was subsequently used to perform molecular replacement
using the model generated by the MAD experiment in order to phase a native
data set (1.9 An, space group P2;2,2,) collected at the European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) ID23-EH1 beamline (Grenoble, France). Cycles of
automatic and manual building were performed using ARP/wArp and Coot
(Emsley and Cowtan, 2004), respectively, coupled with refinement cycles by
REFMAC 5.4 (Murshudov et al., 1997).

Fluorescence-Based Assays

Assays were conducted in an 1Q5 96-well format real-time PCR instrument
(Bio-Rad) in the presence of a Sypro Orange (Molecular Probes) probe. The
total volume was to 25 nh Samples were heat-denatured from 20 C to
100 C at a rate of 1 C per minute. At each step, excitation was performed at
470 nm, while emission of Sypro Orange fluorescence was monitored at
570 nm. Plotting of the fluorescence versus temperature curves, followed by
the calculation of the first derivative at each point allowed the identification
of each inflection point; the minima were referred to as the melting tem-
peratures (Ty,). Data result from two independent experiments performed in
triplicate.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes five figures and can be found with this
article online at doi:10.1016/j.str.2009.10.019.

ACKNOWLEDGMENTS

The coordinates of RrgA have been deposited at the Protein Data Bank with
code 2WWS8 and are available prerelease from the authors. The authors wish
to thank Richard Kahn (IBS) and the staff of ESRF beamlines 1D29 and ID23
for help with data collection, Izabel Bérard and Eric Forest from the IBS
mass spectrometry facility (LSMP, IBS) for analyses, ] . Marquez and the
HTX Lab team (Partnership for Structural Biology) for access to and help
with high-throughput crystallization, and Hugues Lortat-) acob (IBS) for
many helpful discussions. This work was partly supported by a Young Inves-
tigator (ANR ] eunes Chercheurs) grant to A.M.D.G. (n° 05-) CJ C-0049) and
by EC grant LSHM-CT-2004-512138 (to A.D.).

Received: August 21, 2009
Revised: September 29, 2009
Accepted: October 22, 2009
Published: ] anuary 12, 2010

Structure 18, 106-115, | anuary 13, 2010 2 2010 Elsevier Ltd All rights reserved 113

Résultats

75



S. pneumoniae

REFERENCES

Abbot, E.L., Smith, W.D., Siou, G.P.S., Chiriboga, C., Smith, R.J ., Wilson, ] .A.,
Hirst, B.H., and Kehoe, M.A. (2007). Pili mediate specific adhesion of Strepto-
coccus pyogenes to human tonsil and skin. Cell. Microbiol. 9, 1822-1833.
Barocchi, M.A,, Ries, ] ., Zogaj, X., Hemsley, C., Albiger, B., Kanth, A., Dahl-
berg, S., Femebro, J ., Moschioni, M., Masignani, V., et al. (2006). A pneumo-
coccal pilus influences virulence and host inflammatory responses. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 103, 2857-2862.

Bienkowska, ] ., Cruz, M., Atiemo, A., Handin, R., and Liddington, R. (1997).
The von Willebrand Factor A3 domain does not contain a metal ion-dependent
adhesion site motif. ] . Biol. Chem. 272, 25162-25167.

Bricogne, G., Vonrhein, C., Flensburg, C., Schiltz, M., and Paciorek, W. (2003).
Generation, representation and flow of phase information in structure determi-
nation: recent developments in and around SHARP 2.0. Acta Crystallogr. D
Biol. Crystallogr. 59, 2023-2030.

Bronzwaer, S.L., Cars, O., Buchholz, U., Molstad, S., Goettsch, W., Veldhuij-
zen, |.K., Kool, J .L., Sprenger, M.J .W., and Degener, ] .E. (2002). A European
study on the relationship between antimicrobial use and antimicrobial resis-
tance. Emerg. Infect. Dis. 8, 278-282.

Budzik, J .M., Marraffini, L.A., Souda, P., Whitelegge, ] .P., Faull, K.F., and
Schneewind, O. (2008). Amide bonds assemble pili on the surface of bacilli.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 10215-10220.

Cruz, M.A, Yuan, H., Lee, ] .R., Wise, R ., and Handin, R.1. (1995). Interaction
of the von Willebrand factor (WVF) with collagen. | . Biol. Chem. 270, 10822-
10827.

de la Fortelle, E., and Bricogne, G. (1997). Maximum-likelihood heavy-atom
parameter refinement for multiple isomorphous replacement and multiwave-
length anomalous diffraction methods. Methods Enzymol. 276, 472-494.

Deivanayagam, C.C.S., Rich, R.L., Carson, M., Owens, R.T., Danthuluri, S.,
Bice, T.W., Hook, M., and Narayana, S.V.L. (2000). Novel fold and assembly
of the repetitive B region of the Staphylococcus aureus collagen-binding
surface protein. Structure 8, 67-78.

Dodson, K.W., Pinkner, ] .S., Rose, T., Magnusson, G., Hultgren, S.J ., and
Waksman, G. (2001). Structural basis of the interaction of the pyelonephritic
E. coli adhesin to its human kidney receptor. Cell 105, 733-743.

Dormitzer, P.R., Ulmer, J .B., and Rappuoli, R. (2008). Structure-based antigen
design: a strategy for next generation vaccines. Trends Biotechnol. 26,
659-667.

Dramsi, S., Caliot, E., Bonne, I., Guadagnini, S., Prevost, M.-C., Kojadinovic,
M., Lalioui, L., Poyart, C., and Trieu-Cout, P. (2006). Assembly and role of
pili in group B streptococci. Mol. Microbiol. 60, 1401-1413.

Dramsi, S., Magnet, S., Davison, S., and Arthur, M. (2008). Covalent attach-
ment of proteins to peptidoglycan. FEMS Microbiol. Rev. 32, 307-320.
Emsley, P., and Cowtan, K. (2004). Coot: model-building tools for molecular
graphics. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 60, 2126-2132.

Emsley, J ., Knight, C.G., Farndale, R.W., Bames, M. ., and Liddington, R.
(2000). Structural basis of collagen recognition by integrin a2bl. Cell 101,
47-56.

Falker, S., Nelson, A.L., Morfeldt, E., ] onas, K., Hultenby, K., Ries, J ., Melefors,
0., Nommark, S., and Henriques-Normark, B. (2008). Sortase-mediated
assembly and surface topology of adhesive pneumococcal pili. Mol. Microbiol.
70, 595-607.

Gianfaldoni, C., Censini, S., Hilleingmann, M., Moschioni, M., Facciotti, C.,
Pansegrau, W., Masignani, V., Covacci, A., Rappuoli, R., Barocchi, M.A.,,
and Ruggiero, P. (2007). Streptococcus pneumoniae pilus subunits protect
mice against lethal challenge. Infect. Immun. 75, 1059-1062.

Hilleringmann, M., Giusti, F., Baudner, B.C., Masignani, V., Covacci, A., Rap-
puoli, R., Barocchi, M.A., and Ferlenghi, I. (2008). Pneumococcal pili are
composed of protofiaments exposing adhesive clusters of RrgA. PLoS
Pathog. 4, €1000026.

Huizinga, E.G., van der Plas, R.M., Kroon, | ., Sixma, ] . ., and Gros, P. (1997).
Crystal structure of the A3 domain of human von Willebrand factor: implica-
tions for collagen binding. Structure 5, 1147-1156.

Résultats

Structure
Structure of the Pneumococcal Pilus Adhesion

Imberty, A., Lortat-] acob, H., and Perez, S. (2007). Structural view of glycos-
aminoglycan-protein interactions. Carbohydr. Res. 342, 430-439.

Kabsch, W. (1993). Automatic processing of rotation diffraction data fromcrys-
tals of initially unknown symmetry and cell constants. ] . Appl. Crystallogr. 26,
795-800.

Kamata, T., and Takada, Y. (1994). Direct binding of collagen to the | domain of
integrin a2bl (VLA-2, CD49b/CD29) in a divalent cation-independent manner.
J . Biol. Chem. 269, 26006-26010.

Kang, H.J ., and Baker, E.N. (2009). Intramolecular isopeptide bonds give ther-
modynamic and proteolytic stability to the major pilin protein of Streptococcus
pyogenes. ] . Biol. Chem. 284, 20729-20737.

Kang, H.J ., Coulibaly, F., Clow, F., Proft, T., and Baker, E.N. (2007). Stabilizing
isopeptide bonds revealed in Gram-positive bacterial pilus structure. Science
318, 1625-1628.

Kreikemeyer, B., Nakata, M., Oehmcke, S., Gschwendtner, C., Normann, | .,
and Podbielski, A. (2005). Streptococcus pyogenes collagen type |-binding
Cpa surface protein. Expression profile, binding characteristics, biological
function, and potential clinical impact. J . Biol. Chem. 280, 33228-33239.

Krishnan, V., Gaspar, A.H., Ye, N., Mandlik, A., Ton-That, H., and Narayana,
S.V.L. (2007). An IgG-like domain in the minor pilin GBS52 of Streptococcus
agalactiae mediates lung epithelial cell adhesion. Structure 15, 893-903.

Lee, ] .-0., Bankston, L.A., Amaout, M.A., and Liddington, R.C. (1995a). Two
conformations of the integrin A-domain (I-domain): a pathway for activation?
Structure 3, 1333-1340.

Lee, J .-O., Rieu, P., Amaout, M.A., and Liddington, R. (1995b). Crystal struc-
ture of the A domain from the a subunit of integrin CR3 (CD11b/CD18). Cell
80, 631-638.

LeMieux, | ., Hava, D.L., Basset, A., and Camilli, A. (2006). RrgA and RrgB are
components of a multisubunit pilus encoded by the Streptococcus pneumo-
niae rIrA pathogenicity islet. Infect. Immun. 74, 2453-2456.

Levine, O.S., O'Brien, K.L., Knoll, M., Adegbola, R.A., Black, S., Cherian, T.,
Dagan, R., Goldblatt, D., Grange, A., Greenwood, B.M., et al. (2006). Pneumo-
coccal vaccination in developing countries. Lancet 367, 1880-1882.

Maione, D., Margarit, I., Rinaudo, C.D., Masignani, V., Mora, M., Scarselli, M.,
Tettelin, H., Brettoni, C., lacobini, E.T., Rosini, R., et al. (2005). Identification of
a universal group B Streptococcus vaccine by multiple genome screen.
Science 309, 148-150.

Maisey, H.C., Hensler, M., Nizet, V., and Doran, K.S. (2007). Group B strepto-
coccal pilus proteins contribute to adherence to and invasion of brain micro-
vascular endothelial cells. J . Bacteriol. 189, 1464-1467.

Mandlik, A., Swierczynski, A., Das, A., and Ton-that, H. (2007). Corynebacte-
rium diphtheriae employs specific minor pilins to target human pharyngeal
epithelial cells. Mol. Microbiol. 64, 111-124.

Mandlik, A., Das, A., and Ton-That, H. (2008a). The molecular switch that acti-
vates the cell wall anchoring step of pilus assembly in gram-positive bacteria.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 14147-14152.

Mandlik, A., Swierczynski, A., Das, A., and Ton-That, H. (2008b). Pili in Gram-
positive bacteria: assembly, involvement in colonization and biofilm develop-
ment. Trends Microbiol. 16, 33-40.

Manzano, C., Contreras-Martel, C., El Mortaji, L., Izore, T., Fenel, D., Vemet, T.,
Schoehn, G., Di Guilmi, A.M., and Dessen, A. (2008). Sortase-mediated pilus
fiber biogenesis in Streptococcus pneumoniae. Structure 16, 1838-1848.

Manzano, C., Izoré, T., Di Guilmi, A.M., and Dessen, A. (2009). Sortase activity
is controlled by a flexible lid in the pilus biogenesis mechanism of Gram-posi-
tive pathogens. Biochemistry 48, 10549-10557.

Mora, M., Bensi, G., Capo, S., Falugi, F., Zingaretti, C., Manetti, A.G.O., Maggi,
T., Taddei, A.R., Grandi, G., and Telford, ] .L. (2005). Group A Streptococcus
produce pilus-like structures containing protective antigens and Lancefield
T antigens. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 15641-15646.

Murshudov, G., Vagin, A., and Dodson, E. (1997). Refinement of macromolec-
ular structures by the maximum-likelihood method. Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr. 53, 240-255.

114 Structure 18, 106-115, | anuary 13, 2010 2 2010 Elsevier Ltd All rights reserved

76



S. pneumoniae

Structure
Structure of the Pneumococcal Pilus Adhesion

Nallapareddy, S.R., Singh, K.V., Sillanpaa, ] ., Garsin, D.A., Hook, M., Erland-
sen, S.L., and Murray, B.E. (2006). Endocarditis and biofilm-associated pili of
Enterococcus faecalis. J . Clin. Invest. 116, 2799-2807.

Neiers, F., Madhurantakam, C., Falker, S., Manzano, C., Dessen, A., Normark,
S., Henriques-Normark, B., and Achour, A. (2009). Two crystal structures of
pneumococcal pilus sortase C provide novel insights into catalysis and
substrate specificity. ] . Mol. Biol. 393, 704-716.

Nelson, A.L., Ries, J., Bagnoli, F., Dahlberg, S., Falkner, S., Rounioja, S.,
Tschop, J ., Morfeldt, E., Ferlenghi, 1., Hilleringmann, M., et al. (2007). RrgA is
a pilus-associated adhesin in Streptococcus pneumoniae. Mol. Microbiol.
66, 329-340.

Perrakis, A., Morris, R.M., and Lamzin, V.S. (1999). Automated protein model
building combined with iterative structure refinement. Nat. Struct. Biol. 6,
458-463.

Proft, T., and Baker, E.N. (2009). Pili in Gram-negative and Gram-positive
bacteria-structure, assembly, and their role in disease. Cell. Mol. Life Sci.
66, 613-635.

Qu, A, and Leahy, D.J. (1995). Crystal structure of the I-domain from the
CD11a/CD18 (LFA-1, aLb?) integrin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 10277-
10281.

Scott, J .R., and Zahner, D. (2006). Pili with strong attachments: Gram-positive
bacteria do it differently. Mol. Microbiol. 62, 320-330.

Résultats

Soto, G.E., and Hultgren, S.J . (1999). Bacterial adhesins: common themes and
variations in architecture and assembly. ] . Bacteriol. 181, 1059-1071.
Springer, T.A. (2006). Complement and multifaceted functions of VWA and in-
tegrin | domains. Structure 14, 1611-1616.

Storoni, L.C., McCoy, AJ ., and Read, R.J . (2004). Likelihood-enhanced fast
rotation functions. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 60, 432-438.
Telford, | .L., Barocchi, M.A., Margarit, |., Rappuoli, R., and Grandi, G. (2006).
Pili in Gram-positive pathogens. Nat. Rev. Microbiol. 4, 509-519.

Ton-That, H., and Schneewind, O. (2004). Assembly of pili in Gram-positive
bacteria. Trends Microbiol. 12, 228-234.

Tuckwell, D., Calderwood, D.A., Green, L.J ., and Humphries, M.J . (1995). In-
tegrin a2 I-domain is a binding site for collagens. J . Cell Sci. 108, 1629-1637.
Vorup-J ensen, T., Ostermeier, C., Shimaoka, M., Hommel, U., and Springer, T.
(2003). Structure and allosteric regulation of the axb2 integrin | domain. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 100, 1873-1878.

Note Added in Proof

As this manuscript was going to press, Hilleringman and coworkers published
work describing the electron microscopy anayilsis of streptococcal pili, where
RrgA is clearly located at the tip of the pilus fibril (Hilleringman et al. (2009)
EMBO ] . 28, 3921-3930.).
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II Discussion

Les études récentes concernant les pili des bactéries a Gram-positif, notamment dans
notre institut, ont permis de mieux comprendre leur biogenése ainsi que leur role dans les
premigéres €tapes de la colonisation par le pathogene.

Concernant RrgA, nous avons montré que cette protéine a évolué a partir de domaines
eucaryotes et procaryotes pour étre extrémement adaptée a sa fonction. En effet, le domaine
intégrine est porté par un piédestal lui permettant d’agir comme une main au bout d’un bras,
ce qui augmente significativement la probabilité de rencontre avec son substrat. De plus, étant
I’adhésine du pilus, RrgA est une des premicres protéines a entrer en contact avec les
mécanismes de défense de I’hdte et se doit donc d’étre tres stable. Cette stabilité est assurée
par la présence de deux ponts isopeptidiques entre les chaines latérales de lysines et
d’asparagines dans les domaines D2 et D4, stabilisant ainsi I’ensemble de la structure. De
plus, le domaine D1 est stabilisé¢ par complémentation de brin béta, un mécanisme qui fait
¢écho au mécanisme de polymérisation des pili chez les bactéries a Gram-négatif.

L’étude de cette protéine en complexe avec une molécule, ou partie d’une molécule,
composant la Matrice Extra Cellulaire, permettrait de mieux comprendre la présence des deux
insertions au sein du domaine intégrine pourtant normalement trés conserve.

Bien qu’au niveau structural I’étude des protéines isolées ait apporté de nombreux
renseignements sur les fonctions de transpeptidation des sortases et d’adhésion de RrgA, la
résolution d’un complexe acyl-enzyme entre une sortase et une protéine Rrg permettrait
d’obtenir une vue plus précise de la spécificité du systeme. En effet, la structure d’un tel
complexe poserait les bases de la reconnaissance sortase-substrat et permettrait de valider
I’hypothése postulant que la liaison de la protéine substrat aux sortases induise un

changement conformationnel au niveau du « lid » des sortases et libeérerait le site actif.
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P. aeruginosa Introduction

I  Pseudomonas aeruginosa

I.1  Présentation générale

P. aeruginosa, ou bacille pyocyanique est une bactérie a Gram-négatif, se présentant
sous forme de bacilles fins, droits et trés mobiles grace a une ciliature polaire monotriche (1

flagelle).

Figure 25:
Image de microscopie
électronique a balayage de P.
aeruginosa.

(www.sciencephoto.com)

Les bacilles ont une taille variant de 0,5 a 0,8 um de diamétre pour une longueur de
1,5 a 3 um et sont souvent organisés deux par deux ou en courtes chainette. Ubiquitaire, P.
aeruginosa peut se retrouver dans 1’eau, les sols humides, les végétaux ou encore sous forme
saprophyte dans le tube digestif humain. Grice a une grande faculté d’adaptation et
supportant des températures allant de 4°C a 43°C, la bactérie peut se développer aussi bien en
milieu aérobie que anaérobie (Hoiby 2006).

Le génome de la souche de référence PAOL1 a été séquencé en premier en 2000 (Stover
et al., 2000) ouvrant la voie au séquencgage de différentes souches. Il a été montré que les
génomes sont trés conservés et notamment au niveau des génes codant pour les facteurs de

virulence (Wolfgang et al., 2003).

Comme de nombreuses bactéries, P. aeruginosa est capable de former des biofilms,

véritables colonies qui lui permettent de survivre en milieu hostile.
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1.2 Infections a P. aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie capable d’infecter un nombre trés important d’hotes tels
que les insectes, les plantes et bien sir I’étre humain. Pathogéne opportuniste, le risque d’étre
infecté par cette bactérie pour une personne en bonne santé est trés faible. En effet, P.
aeruginosa n’est que peu présent et peu virulent lorsque le systéme immunitaire de I’hote est
fonctionnel. En effet, dans la majorité des cas, toute infection par cette bactérie est
concomitante avec un affaiblissement du syst¢tme immunitaire de 1’hote. Cela implique
notamment les patients porteurs du VIH et les patients sous chimiothérapie. Les trois
pathologies les plus récurrentes dues a P. aeruginosa sont les bactériémies des grands brulés,
I’infection chroniques des voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose et
’atteinte de la cornée pour les porteurs de lentilles de contact (Lyczak et al., 2000). La
capacité de cette bactérie a se développer dans de trés nombreuses conditions fait d’elle un
des trois principaux organismes responsables d’infections nosocomiales (11%) apres E. coli et

S. aureus (INVS, 2006).

[.2.1 La mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique autosomique récessive qui affecte un
nouveau-n¢ sur 2000 au sein des populations caucasiennes. Il existe en Europe prés de 35000
enfants et jeunes adultes vivant avec cette maladie. Le geéne responsable de cette anomalie
génétique a été découvert en 1989 sur le chromosome 7 (Kerem et al., 1989). Ce gene code
pour un canal ionique responsable du transport du chlore appelé CFTR pour « Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator ». De nos jours plus de 1500 mutations de ce géne
sont connues, menant au disfonctionnement du canal CFTR ; la plus courante étant la délétion
de la phénylalanine 508 (AF508). Ce disfonctionnement induit la diminution du volume du
liquide para-ciliaire et par conséquent la diminution de I’efficacité de la clairance muco-
ciliaire associée (Boucher, 2004) permettant ainsi le développement de bactéries. Dés lors, la
présence de ces bactéries dans le mucus induit une forte réponse inflammatoire médiée par les
leucocytes polynucléaires qui dégradent lentement les tissus pulmonaires.

Deés les premicres années de vie, les patients atteints de mucoviscidose doivent donc
faire face a la colonisation par de nombreux pathogénes opportunistes (P. aeruginosa, mais
aussi S. aureus, H. influenzae... Vrankrijker et al., 2010) et malgré les thérapies antibiotiques

intensives qu’ils subissent, n’ont a terme d’autres issues que la transplantation pulmonaire ou
9
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la mort. Pres de 80% des adultes atteints de mucoviscidose présentent une infection chronique
a P. aeruginosa. Cette bactérie possede une grande capacité d’adaptation qui lui permet de
survivre et de se développer facilement dans différents environnements en conditions aérobies
ou anaérobies et est notamment capable de croitre sous forme de biofilms, se protégeant ainsi

des antibiotiques et des défenses immunitaires de 1’hote (Hoiby 2006).

1.2.2  Formation de biofilms

La formation du biofilm se fait généralement sur une surface naturelle comme les
dents, donnant lieu a la « plaque dentaire », sur le coeur, causant des endocardites, ou sur les
poumons par exemple. Dans un biofilm, la colonie bactérienne, qui peut étre composée d’une
ou de plusieurs espéces, sécréte une matrice de biopolymeres caractéristique contenant
principalement des polysaccharides, des protéines et de I’ADN. Cette matrice stabilise le
biofilm et protége les bactéries des attaques du systeme immunitaire de 1’hote et des
antibiotiques. En effet, il est maintenant accepté que sous forme de biofilm, les bactéries sont
de cent a mille fois plus résistantes que sous formes planctoniques (libre de leurs
mouvements) (Hoiby et al,, 2011, b). Pseudomonas aeruginosa peut former un biofilm
mature en seulement 5 & 7 jours. Pour cela, une bactérie planctonique va s’attacher de maniére
réversible a une surface. L’étape suivante est la multiplication cellulaire, 1’adhésion
permanente des bactéries au support et le début de la synthése de la matrice. Cette étape est
initiée par le Quorum-Sensing. Enfin, dans certains cas, des cellules peuvent recouvrer leurs
attributs planctoniques, et ainsi quitter le biofilm et aller coloniser une nouvelle surface

(Hoiby et al, 2011, a).

1.3 Traitements des infections a P. aeruginosa

Le traitement des infections a P. aeruginosa est, au méme titre que celui du
pneumocoque, tres difficile. Il n’existe encore aucun vaccin sur le marché pour lutter contre
cette bactérie mais le groupe Intercell© en collaboration avec Novartis© élabore un vaccin,
appelé 1C43. Basé sur des antigénes dérivés de deux protéines de la membrane externe de la

bactérie, les tests ont montré une réelle efficacité chez les patients atteints de brulure du 2" et

3™ degré (www.intercell.com).
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La thérapie actuelle est principalement basée sur les antibiotiques. De nombreuses
familles d’antibiotiques sont utilisées (Pénicillines, Monobactames, Carbapénémes,
Aminosides, Fluoroquinolones). Cependant, concernant les patients atteints de
mucoviscidose, la destruction du germe n’est jamais totale et 1’infection, sous forme de
biofilm notamment, perdure et ce méme malgré les traitements anti-inflammatoires comme
les macrolides qui, administrés des les stades précoces de I’infection, ont montré une grande
efficacité¢ (Dinwiddie, 2005). D’autres part, les biofilms, responsables d’infections
chroniques, sont maintenant des cibles privilégiées pour le développement de molécules
inhibitrices. Il a été prouvé que des anions et des DNases pouvait induire la destruction des

biofilms (Tolker-Nielsen et al., 2009).

[.3.1  Résistance aux antibiotiques

P. aeruginosa posséde de nombreux mécanismes de résistance naturels et acquis, le
rendant multi-résistant & de trés nombreuses classes d’antibiotiques. Les principaux
mécanismes de résistance naturels sont portés par une béta-lactamase de classe C (ampC,
céphalosporinase), une imperméabilité naturelle & de nombreuses molécules et des pompes a
efflux (comme MexAB-OprM) (Figure 26) (Tomas et al., 2010 ; Friedland et al., 2004). Les
résistances acquises par le biais de plasmides
sont principalement impliquées dans la
résistance  aux  béta-lactames et aux

aminoglycosides .

Figure 26:
Structure du complexe
d’efflux OprM-Mex-AB.

OprM est représenté en bleu
clair, les diméres de MexA
sont en bleu et rouge, MexB
est en rose pale.
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I  Le Systéme de Sécrétion de Type 111 (T3SS)

Le systeme de sécrétion de type III est probablement un des facteurs de virulence les
plus importants chez P. aeruginosa. Cette bactérie posséde cependant un arsenal de facteurs
de virulence trés complet composé notamment d’un lipopolysaccharide jouant un rdle
important dans la réaction inflammatoire, d’un flagelle pour la motilité et I’initiation de la
formation de biofilms, de pili de type IV... (Kipnis ef al., 2006) mais aussi de six systémes de
sécrétion différents (Type I, Type 11, Type III, Type V a et b, type VI) impliqués dans la
sécrétion de nombreuses toxines (Bleves ef al., 2010). Dans ce manuscrit, seul le Systéme de

Sécrétion de Type 111 sera détaillé.

II.1  Généralités

Le systétme de sécrétion de type III ou

injectisome est un complexe protéique présent chez

re .)’ = plus d’une trentaine de bactéries a Gram-négatif. Sa
structure en forme d’aiguille permet a la bactérie qui
I’exprime d’interagir de manicre intime avec une
cellule-cible dans le cadre d’une symbiose aussi bien
que dans le cadre d’une infection (Galan et Collmer,

1999). 11 est notamment retrouvé chez les pathogenes

humains tels que Bordetella pertussis (agent

Figure 27: Cliché de microscopie
électronique du T3SS de
Salmonella (Schraidt et al., 2010).

responsable de la coqueluche), Chlamydia spp
(trachome, chlamydiose),  Escherichia  coli,
Pseudomonas  aeruginosa, Salmonella enterica
(gastroentérites, septicémies), Shigella flexneri
(dysenteries), Yersinia spp (peste ...) mais aussi chez
des pathogeénes de plantes ou d’animaux comme
Erwinia amylovora, Mesorhizobium loti, Pseudomonas syringiae, Aeromonas salmonicida
.... Dans le cas des bactéries pathogenes, les toxines transloquées sont directement sécrétées
dans le cytoplasme de la cellule hote provoquant des effets trés variables selon les organismes
tels que la répression du systéme immunitaire de 1’hdte, le remodelage du cytosquelette
d’actine, I’inhibition de la phagocytose, I’initiation de I’apoptose (Cornelis, 2006 ; Cornelis et

Van Gijsegem, 2000).
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I1.2  Différentes familles de systémes de sécrétion de type 111

De nombreuses especes de bactéries a Gram-négatif posseédent un ou plusieurs
systémes de sécrétion de type III comme c’est le cas pour Salmonella enterica. En fonction de
la proximité génétique de chaque systéme, sept familles d’injectisomes ont été définies
(Cornelis, 20006).

De celle contenant le plus de représentants a celle en contenant le moins :

1) La famille Ysc: Yersinia spp., P. aeruginosa, Aeromonas salmonicida, Bordetella
pertussis ...

2) La famille SPI-II (Salmonella Pathogenicity Island II) : Salmonella enterica, E.coli,
Citrobacter rodentium ...

3) La famille SPI-I (Salmonella Pathogenicity Island 1) : Salmonella enterica, Shigella
flexneri, Burkholderia pseudomallei ...

4) La famille Hrp1 et 2 : Pseudomonas synrigae, Erwinia amylovora ...

5) La famille Hrp2 : Burkholderia pseudomallei, Xanthomonas campestris ...

6) La famille des Rhizobium : Mezorhizobium loti, Rhizobium spp.

7) La famille des Chlamydiales : Chlamydia trachomatis et pneumoniae.

Au sein de ces sept familles, de nombreuses protéines sont conservées, notamment les
protéines formant la base du systeme et une forte similarité de séquence peut étre observée.

Cette similarité¢ de séquence, chez des bactéries tres €loignées génétiquement, laisse
penser que les sept familles de systeme de sécrétion de type III proviennent toutes de
I’évolution d’un ancétre commun apparenté¢ au flagelle. La figure suivante illustre les

similarités structurales entre le flagelle et le systéme de sécrétion de type III (Figure 28) :
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Figure 28:

Comparaison structurale
schématique du flagelle
(a) et du T3SS (b).

La base des deux appareils
est conservée avec une
structure commune  au
niveau de I’ATPase et d’un
anneau cytoplasmique
appelé 1’anneau C. Les
structures externes (crochet
et filament pour le flagelle
ainsi que 1’aiguille pour le
T3SS) ne sont pas
conservées.

ME : Membrane externe
MI : Membrane interne

PG : Peptidoglycane

(Cornelis, 2006)

Cette similarité est trés importante, notamment au niveau de I’ATPase du systeme et de ces

nombreux partenaires (voir section sur I’ATPase).

L’organisation génétique du T3SS repose sur une organisation en opéron d’une

trentaine de genes variables suivant les organismes. Les geénes sont soit portés par le

chromosome bactérien sous forme d’ilot de pathogénicité, comme chez P. aeruginosa, soit

organis¢ autour d’un plasmide comme c’est le cas notamment pour le T3SS des Yersinia qui

possédent le plasmide pYV (plasmid Yersinia Virulence) (Cornelis et al., 1998). Chez P.

aeruginosa, le T3SS est composé de 36 génes pouvant étre classés en 5 catégories : les

toxines, leur chaperonnes, les protéines impliquées dans la formation du pore de translocation,

les protéines régulatrices et les protéines impliquées dans la structure et le fonctionnement du

systéme (Figure 29 ; d’aprés Hauser 2009).
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Figure 29:
Représentation graphique des génes du systéme de sécrétion de type III chez P. aeruginosa.
(Hauser, 2009)

Le systeme de sécrétion de type III n’est pas exprimé de fagon constitutive au sein des

bactéries. Le prochain paragraphe présentera la régulation de 1’expression de ce systéme.

I1.3  Régulation transcriptionelle du T3SS

L’expression du systeme de sécrétion de type III chez P. aeruginosa est en grande
partie dépendante des conditions environnementales. Les deux facteurs principaux
déclenchant I’expression des génes codants pour le T3SS sont le contact avec une cellule-
cible (Vallis ef al., 1999) et une concentration basse en Ca’" dans le milieu environnant
(Frank, 1997). L’expression conditionnelle du T3SS par la bactérie lui permet d’une part de
réduire les dépenses énergétiques associées a la production de protéines lorsque cela n’est pas
nécessaire, et d’autre part de réduire le nombre d’antigénes exposés a sa surface et ainsi
limiter la stimulation du systéme immunitaire de I’hdte (Yahr et Wolfgang, 2006). Dans ce
paragraphe, le controle de I’expression par le régulateur transcriptionnel « ExsA » sera
détaillé.

ExsA, membre de la famille des régulateurs transcriptionnels AraC/XylS est essentiel
a ’expression des genes codants pour le T3SS (Dacheux ef al., 2001), se liant au promoteur
de chaque opéron et permettant le recrutement de I’ARN polymérase. La régulation par ExsA
fait intervenir trois autres protéines : ExsC, ExsD et ExsE (Figure 30). Seule la protéine ExsB,
lipoprotéine de la membrane externe (Izoré et al., 2011) codée par le méme opéron, semble ne

pas prendre part a la régulation du systéme.

90



A

P. aeruginosa Introduction

Site de lanon ExsA

ExsAExsD

Figure 30: Régulation transcriptionnelle des
génes du T3SS par ExsA chez P. aeruginosa.

A. En absence du signal de sécrétion, ExsA est
piégée en complexe avec 1’anti-activateur ExsD
et donc la transcription n’est pas activée.

B. En présence du signal de sécrétion, ExsA est
libre et se lie au promoteur pour induire la
synthése des génes.

(Adapté de Hauser, 2009)

Site de law

ExsB Exsb
:{xse EXSB

Comme on peut le voir figure 30, la régulation de la transcription est intimement li¢e a
la sécrétion. En effet, dans des conditions environnementales ou la sécrétion n’est pas active
(haute concentration en Ca®" par exemple), ExsA est séquestrée par I’anti-activateur ExsD
(McCaw et al., 2002) et inhibe son activité (Thibault ez al., 2009). En présence du signal de
sécrétion (contact avec un cellule cible, par exemple), la sécrétion est activée, ExsE est
dissociée de ExsC puis sécrétée (Urbanowski et al., 2005). ExsC est un anti-anti-activateur et
peut dissocier le complexe ExsA-ExsD en déplacant ExsA et ainsi former un nouveau
complexe avec ExsD (Dasgupta et al., 2004), protéine pour laquelle il posséde une plus
grande affinité¢ (Vogelaar et al., 2010). Cette action conduit a I’isolement de ExsA qui peut
donc aller se positionner sur son promoteur spécifique et induire la transcription des geénes du
T3SS.

De maniére intéressante, la structure du complexe ExsE-ExsC (Vogellar ef al., 2010) révele

que ExsC, protéine régulatrice, posséde le repliement caractéristique des chaperonnes de
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toxines, (Figure 31) (Izoré et al., 2011) bien que pour I’instant, aucun effet biologique sur les

cellules eucaryotes n’ai ét¢ démontré apres sécrétion de cette protéine.

Figure 31: Structure du complexe
ExsC-ExsE (2: 1)

ExsC forme un dimére en forme de
ceeur, caractéristique des chaperonnes
de toxines (orange et bleue)

ExsE (vert) s’enroule autour du dimere
de chaperonne.
(D’apreés Vogellar et al., 2010)

Il est important de noter que la transduction du signal de sécrétion et par conséquent
I’expression massive du systéme, n’est toujours pas identifiée dans le cas du contact avec la
cellule-hdte (Yahr et Wolfgang, 2006). Cependant, un modele intéressant propose que
I’aiguille elle-méme serve a transmettre le signal, du pore jusqu’au cytoplasme bactérien au
moment du contact avec la cellule-cible (Blocker et al., 2008). Ce mod¢le est appuyé par la
récente découverte que les protéines de 1’aiguille chez Shigella flexneri et Salmonella
typhimurium subissent des changements structuraux importants au moment de leur

polymérisation (Poyraz et al., 2010), attestant de leur flexibilité conformationnelle.

I1.4 Description du systéme de sécrétion de type I11

Le systéme de sécrétion est ce qu’on appelle une nano machine biologique, constituée
de plus de 25 protéines dont la plupart sont conservées chez tous les systémes connus.
D’abord caractérisé chez Salmonella enterica serovar typhimurium en 1998 (Kubori et al.,
1998), il est maintenant décrit pour plus de 30 especes (Cornelis, 2006). Il se compose
principalement de deux unités, le sécréton et le translocon :

Le sécréton est la premicre partie du systéme a se mettre en place. Il est composé de
structures concentriques qui forment un canal a travers les deux membranes de la bactérie.
Ces anneaux membranaires composent « la base ». L’ordre dans lequel la base est formée

semble étre dépendant de I’espéce bactérienne considérée. En effet, la biogénése du T3SS de

92



P. aeruginosa Introduction

la majorité des espeéces débute par 1’assemblage des anneaux de la membrane interne
(Kimbrough et Miller, 2002), mais récemment, le groupe de Guy Cornelis & montré que
Yersinia enterocolitica assemble la base de son systétme en commencant par YscC, la
sécrétine localisée dans la membrane externe (Diepold et al., 2010).

A cette base s’ajoute I’aiguille de sécrétion pour ainsi former « le sécréton ».
L’aiguille de sécrétion est polymérisée lorsque la base est préalablement fonctionnelle (étape
1, Figure 32). Lorsque I’aiguille a atteint la taille nécessaire, les translocateurs qui vont
s’enchasser dans la membrane de la cellule hote sont sécrétés a leur tour (étape 2). Enfin,
quand le pore de translocation est en place, le systéme transloque les toxines directement dans
le cytoplasme de la cellule hote (étape 3). La hierarchisation de la sécrétion des composants
formant le T3SS est finement régulée. Ceci sera discuter dans un prochain paragraphe. De
plus, ces étapes ont été décrites d’un point de vue structural dans une revue parue dans le

journal « Structure » (Izoré et al., 2011).

Po re
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PopB/PopD Membrane
l)tlll’ll)ll Phraaarrnnnny €ucaryote
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Figure 32: Schéma du Systéme
de Sécrétion de Type III de P.
aeruginosa.
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I1.4.1 Labase du systéme

« La base » est composée de 3 anneaux concentriques permettant de former un canal

traversant la membrane interne, le périplasme et la membrane externe de la bactérie.

11.4.1.1 Les protéines de la membrane interne

Les anneaux de la membrane interne sont parmi les premiers a étre assemblés
(Kimbrough et Miller, 2002). Les progres de la microscopie électronique ont permis d’obtenir
des clichés de trés bonne qualit¢ de la base du systéme et notamment des anneaux de la
membrane interne et externe chez Salmonella enterica a une résolution sub-atomique (~10 A)
(Schraidt et Marlovits 2011).

Les auteurs montrent que chez cet organisme, deux anneaux concentriques se forment
au sein de la membrane interne. Ces anneaux formés par PrgH et PrgK, (homologues
respectifs de PscD et Pscl chez P. aeruginosa) possédent chacun 24 sous-unités pour former
un canal dont le diamétre externe est proche des 250 A (Schraidt et al., 2010). La figure 33
représente la modélisation de ces deux anneaux a partir des structures des protéines résolues

par cristallographie aux rayons X (Figure 33).

Figure 33: Modé¢lisation de la structure
formant les anneaux de la membrane
interne chez Salmonella.

PrgK et PrgH s’assemble pour former une
structure  concentrique possédant une

250 A symétrie d’ordre 24.

(D’apreés Schraidt et Marlovits , 2011)

Ces deux anneaux, situés dans la membrane interne, contactent la sécrétine qui posseéde une
large région périplasmique, créant ainsi un canal continu du cytoplasme de la bactérie jusqu'a

sa surface.

11.4.1.2 Les séecrétines

L’anneau de la membrane externe, qui se poursuit dans le périplasme est formé par

une seule protéine appartenant a la famille des sécrétines. Les sécrétines sont des protéines
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composées de plusieurs domaines N-terminaux généralement solubles appelés les « N-
domains » ainsi qu’un domaine trés conservé, membranaire, le « secretin-domain »,
(Korotkov et al., 2011). Il existe des sécrétines dans de nombreux systémes de sécrétion tels
que les systemes de sécrétions de type II, de type 111, les pili de type [Va et IVb, ainsi que les
bactériophages f1 (Figure 34).

T25 V. cholerae Gsp0 =*° (1 NOW- N NaN NS Seaea SN

T25 P, aeruginasa GspD' ™ NN N R S

T3S S typhmurium nvG I noT NN NI secielN 3

T4aP N. meningitidis PIQ B S— ~{ NO- N S

T4bP V. cholerae TepQ and TepC — NOW 1 }} Secfelin -

Bacteriophage 11 plV (] NOT NI SecreStll
Figure 34:

Représentation schématique des sécrétines les plus étudiées par groupe de sécrétion.

Chaque sécrétine posséde un domaine NO (en violet) en N-terminal qui peut étre dupliqué plusieurs fois. Le
domaine N3 posséde souvent une boucle supplémentaire (en vert). Le domaine conservé « secretin » est représenté
en bleu avec en C-terminal un domaine « S » qui est le domaine d’interaction avec une lipoprotéine nécessaire a la
fonctionnalité de la sécrétine.

Dans certains cas comme HxcQ du T2SS et TcpQ/TepC du pili de type IVD, la sécrétine posséde un site de
lipidation interne qui la rend indépendante d’une lipoprotéine accessoire (en jaune).

Certains domaines de la sécrétine PilQ du T4bSS ne sont pas encore décrits (en blanc).

Les sécrétines forment dans la membrane externe des oligoméres trés stables,
résistants pour la plupart au SDS. Différentes études ont reporté pour ces oligomeres, un ordre
de symétrie oscillant entre 12 et 15 (Figure 35) créant ainsi un canal suffisamment large pour
permettre la sécrétion de protéines partiellement dépliées, (Chami et al., 2005 ; Hodgkinson et

al., 2009 ; Schraidt et Marlovits., 2011).

S0 '&o% e Figure 35: Modélisation de la structure
® formée par le 15-meres de sécrétine
@ %}' InvG chez Salmonella.

InvG
L3 o . o . 14
ﬁvb La microscopie électronique a révélé une
‘ organisation en anneau composé de 15

S N L res .
SBA0 monomeéres de sécrétine. Ici, seul les
¢ . .

‘ domaines NO-N1 sont représentés.

;é % 1
% ag} e (D’apreés Schraidt et Marlovits , 2011)
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Actuellement, il n’existe que trois structures cristallographiques de domaines de
sécrétine ; il s’agit des domaines solubles « N» de GspD, EscC et DotD appartenant
respectivement aux systémes de sécrétion de type Il et IIl de E. coli, et au systetme de
sécrétion de type IVb de Legionella pneumophila (Spreter et al., 2009 ; Korotkov et al.,
2009 ; Nakano et al., 2010). Comme on peut le voir dans la figure 36, les domaines « N » sont
trés similaires avec une architecture BaBpapp, retrouvée chez différentes protéines du T3SS

impliquées dans la formation d’oligomeres (Spreter et al., 2009).

<} ' Figure 36:
Structures des domaines solubles des
) sécrétines

GspD (E.coli ; 3EZJ)
EscC (E.coli ; 3GRYS)
DotD (L. pneumophila ; 3ADY)

GspD EscC DotD

L’analyse de I’agencement des domaines entre eux montre de grandes différences. En
effet, la superposition des domaines N1 de EscC avec GspD rend compte d’un angle de plus
de 143 degrés entre les domaines NO (Figure 36). Bien que ceci puisse étre dii a la contrainte
imposée par I’empilement cristallin, les auteurs proposent plutot que cette flexibilité soit une
caractéristique des sécrétines dont la flexibilité est essentielle au fonctionnement du systéme
de sécrétion de type III (Marlovits et al, 2006). De nombreux défis restent a relever
concernant 1’étude des sécrétines. L’un d’entre eux est évidemment la résolution de la
structure d’une sécrétine compléte avec le domaine membranaire mais il est aussi important
de comprendre les mécanismes moléculaires d’oligomérisation et d’adressage a la membrane
externe. En effet, la plupart des sécrétines ne peuvent pas s’insérer dans la membrane externe
sans I’aide de lipoprotéines spécifiques appelées « pilotines » (Guilvout et al., 2006). Le role

des pilotines est essentiel dans la biogene¢se de nombreux systémes de sécrétion. C’est
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notamment le cas pour les systémes de sécrétion de type III. Au sein des sécrétines, la région
la moins conservée parmi les différents homologues est trés souvent la région responsable de
I’interaction pilotine-sécrétine. Cette question m’a beaucoup intéressé lors du déroulement de

ma thése (voir ci-dessous).

11.4.1.3 Les pilotines

Les pilotines sont des petites lipoprotéines dont la séquence est trés peu conservée au
sein des différents organismes et des différents systemes. Cependant, les pilotines possedent
toutes certaines caractéristiques communes. Ce sont des protéines de faible poids moléculaire
(= 15 kDa), avec un point isoélectrique (pl) élevé (> 9), un peptide signal en N-terminal avec
un motif de lipidation classique LXGC pour lequel la lipidation se fait sur la cystéine. Bien
que dans certains systémes les sécrétines puissent atteindre la membrane externe sans 1’aide
de protéines accessoires (Viarre et al., 2009), la majorit¢ des sécrétines du systeme de
sécrétion de type III nécessite une pilotine pour étre fonctionnelles. En effet, il a été démontré
qu’une pilotine était essentielle a la biogenese du T3SS chez Shigella flexneri (Schuch et
Maurelli, 1999 ; Schuch et Maurelli, 2001), de Salmonella enterica (Crago et Koronakis,
1998) et de Yersinia enterocolitica (Burghout et al., 2004). Les ¢tudes réalisées sur ces
pilotines parviennent toutes a la méme conclusion qui est que les pilotines aident la sécrétine
a passer de la membrane interne a la membrane externe et a y oligomériser. La délétion de la
pilotine YscW de Yersinia enterocolitica induit notamment une réduction du nombre

d’oligomeres de la sécrétine YscC (Burghout et al., 2004) (Figure 37).

Figure 37: Analyse de la formation d’oligoméres de YscC.
wwwws @ | 44— Oligomere YscC

(1) : Controdle

97 - (2) : YscC seule

66 = . | 4—Monomereysce ) Y_SCC tYseW
Les oligoméres sont résistants au SDS.
(Burghout et al., 2004)
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La formation d’oligomeres stables dans la membrane externe est une nécessité essentielle a la
fonctionnalité des sécrétines. De ce fait, de nombreuses études, notamment structurales ont
été menées sur ces protéines. Les pilotines ne sont pas une famille de protéines
structuralement conservée (Figure 38), (Golovanov et al., 2006 ; Okon et al., 2008 ; Lario et

al., 2005 ; Trindade et al., 2008 ; Koo et al., 2008).

MxiM PilP

C D o

( - @ «@%
g/ W A

PilF Pilw

Figure 38: Structures des pilotines connues a ce jour.

A) MxiM (rouge) du T3SS de Shigella flexneri, (1Y9L).

B) PilP (jaune) des pili de type IV chez Neisseria meningiditis (2IVW).
C-D) PilF (bleu) et PilW (violet) des pili de type IV chez Neisseria
meningitidis et P. aeruginosa respectivement. (2VQ2; 2HO1).

Chez P. aeruginosa, au sein du systeme de sécrétion de type III, un homologue de la
pilotine de Yersina spp. YscW a été identifié par alignement de séquence. Les deux protéines
partagent plus de 60% de similarité¢ de séquence. Cette protéine est ExsB et est d’autant plus
intéressante qu’elle est codée par un opéron de régulation. L’identité de séquence partagée
entre YscW et ExsB laisse penser que ExsB jouerait le réle de pilotine pour le T3SS de P.
aeruginosa (Allaoui et al., 1995 ; Goranson et al., 1997). L’étude structurale de cette protéine,

permettrait non seulement de mieux comprendre la biogenese du systéme de sécrétion de type
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Il chez P. aeruginosa mais, étant conservée chez tous les organismes de la famille Ysc,
permettrait aussi de lever I’ambiguité sur la structure des pilotines de toute cette famille
d’injectisomes. Il a été proposé que MxiM de S. flexneri, la seule pilotine du T3SS dont la
structure est connue a ce jour, pouvait partager ses caractéristiques structurales avec toutes les
pilotines présentes au sein des 7 familles d’ injectisomes (Lario et al., 2005). Une fois encore,

la structure de ExsB permettrait de valider ou d’infirmer cette hypothése.

I1.4.2 L’aiguille de sécrétion

Chez Pseudomonas aeruginosa 1’aiguille de sécrétion est formée par
I’autopolymérisation d’une unique protéine de 9 kDa, PscF. Comme on peut le voir sur la
figure 39, 1’aiguille mesure environ 50 nm de longueur pour un diamétre interne de 25 A

(Pastor et al., 2005).

Figure 39: Aiguilles
purifiées du T3SS de P.
aeruginosa observées par
microscopie électronique a
transmission

(Pastor et al., 2005)

Ce faible diamétre interne nécessite que les protéines soient dans un état semi-dépliées pour
pouvoir transiter a travers 1’aiguille. Ceci est assuré par les chaperonnes qui maintiennent
leurs substrats dans un état compétant pour la sécrétion (Stebbins et Galan, 2001).

Au sein du cytoplasme bactérien, PscF est en complexe avec deux protéines chaperonnes,
PscE et PscG qui stabilisent la forme monomérique (Quinaud et al.,, 2005). La structure du
complexe heterotrimérique (PscE : PscF : PscG) a été résolu au laboratoire révélant le mode
d’interaction de PscF avec ses deux chaperonnes (Quinaud et al., 2007). Ce complexe est

détaillée dans la section dédiée aux chaperonnes de ce manuscrit.
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I1.4.3 Le pore de translocation

Le pore de translocation est la partie la plus distale du T3SS. Il permet le
prolongement du canal formé par I'aiguille de sécrétion jusqu’au cytoplasme de la cellule
hote. Le pore est formé par 1’oligomérisation de 3 protéines (Mattei et al, 2010) dont un
translocateur hydrophile (PcrV), un translocateur hydrophobe majeur avec deux domaines
transmembranaires (PopB) et un mineur avec un seul domaine transmembranaire prédit
(PopD) (Goure et al., 2004).

Le translocateur hydrophile PcrV, aussi nommé « antigene V » de part sa capacité a
induire la production d’anticorps protecteurs contre P. aeruginosa en modéles animaux
(Frank et al., 2002) est localis¢ au sommet de 1’aiguille. La structure alors formée sert de
« plateforme d’assemblage » aux deux translocateurs hydrophobes et est essentielle a la
toxicité du T3SS (Cornelis, 2006 ; Goure et al., 2004).

Les translocateurs hydrophobes PopB et PopD oligomérisent pour former des pores
dans les membranes eucaryotes dont les caractéristiques structurales sont encore peu connues.
La stoechiométrie exacte du pore ainsi que 1’agencement des deux translocateurs entre eux
sont encore peu compris mais les études de microscopie électronique sur des particules isolées
ont permis de mettre en évidence un diamétre interne et externe de 2.5 nm et 8 nm
respectivement (Schoehn ef al., 2003). De nombreuses études structurales sont menées sur les
translocateurs, mais étant partiellement non structurés, ces protéines restent un défi pour les
structuralistes. Une revue sur le pore de translocation, pour laquelle je suis co-auteur est

disponible a la fin de ce manuscrit (Mattei et al. 2010).

I1.4.4 Régulation de la sécrétion

Depuis plusieurs années, de nombreux groupes essayent de comprendre la régulation
de la sécrétion du T3SS. La question fondamentale est : « Quels sont les mécanismes qui
régissent la sécrétion ordonnée des substrats par le systeme ? » Deux mécanismes, sans doute

complémentaires, semblent régir cette hiérarchie.

11.4.4.1 La protéine « switch »

Une famille de protéines semble jouer un role primordial dans I’organisation
temporelle de la sécrétion. Il s’agit de la famille des homologues de PscU (YscU, SpaS, EscU
et Spad0 chez Yersinia, Shigella, E. coli et Salmonella spp., respectivement). Les protéines de

cette famille sont loacalisées a la base du systéme et interagissent avec les substrats devant
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étre sécrétés. Plusieurs groupes ont montré que ces protéines subissent une protéolyse
spontanée au niveau de leur domaine C-terminal (Lavander et al., 2002 ; Zarivach et al.,
2008) et il semblerait que cette modification implique un changement de structure suffisant
pour modifier la sécrétion des substrats. Les analyses de mutations du motif impliqué (NPTH)
démontrent qu’un mutant non fonctionnel pour la protéolyse ne permet pas la sécrétion de
I’ensemble des effecteurs. En effet, concernant EscU/SpaS, le systéme est incapable de
sécréter les protéines formant 1’aiguille (Zarivach et al., 2008) alors que des mutations
¢quivalentes dans YscU (chez Yersinia spp.) permettent la sécrétion des protéines de 1’aiguille
mais pas des translocateurs (Sorg et al, 2007). Cela suggére qu’un signal induise la
protéolyse de YscU, permettant ainsi au systéme de passer a la sécrétion d’un autre type de

substrat.

11.4.4.2  La plateforme de tri

Tres récemment, le groupe de Jorge Galan a prouvé 1’existence d’une « plateforme de
tri » capable de contrdler séquentiellement la sécrétion des différentes protéines du systéme
(Lara-tejero et al., 2011). Cette plateforme formée par SpaO-OrgA-OrgB chez Salmonella
enterica (homologues de PscQ-PscK-PscL chez P. aeruginosa) est en effet capable de
déterminer le type de protéines a sécréter en fonction de « 1’état » d’assemblage du systéme.
Ainsi, lorsque Daiguille de sécrétion est formée, le systeme est a Dlarrét. Les trois
translocateurs sont alors préts a étre sécrétés et sont chargés sur la plateforme de tri, attendant
le signal d’adhésion & une cellule-cible pour étre sécrétés. Les expériences menées sur ce
systtme ont mis en évidence, que la délétion des translocateurs mimait un systéme
fonctionnel (ou ceux-1a ne sont plus en attente de sécrétion mais déja en place). L’étude de la
composition de la plateforme de tri dans ces conditions démontre la mise en place des toxines
au sein de la plateforme en vue de leur sécrétion. La plateforme de tri est donc responsable de
I’ordre de sécrétion des différentes protéines du T3SS. Les mémes auteurs montrent que
I’ATPase InvC du T3SS de S. enterica fait partie de la plateforme de tri, jouant certainement
un role important dans la dissociation du complexe chaperonne-cargo et transfert du cargo sur

la plateforme.

Couplées I'une a autre, ces deux techniques développées pour « hiérarchiser » la sécrétion
des substrats permet a la bactérie une biogenese et un fonctionnement optimal du Systéme de

Sécrétion de Type I11.
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I1.4.5 Les toxines du systéme de sécrétion de type III chez P. aeruginosa

P. aeruginosa ne secréte que quatre toxines via I’injectisome : ExoS, ExoT, ExoU et
ExoY, contrairement a Yersinia spp., Salmonella spp. et Shigella spp. qui peuvent
respectivement sécréter six, treize et vingt-cinq toxines différentes (Hauser 2009). Il est
cependant intéressant de noter que bien que les génes codants pour la biogénése du systéme
(comme I’ATPase par exemple) soient conservés chez toutes les souches de P. aeruginosa,
les génes codant pour les toxines ne sont pas présents de fagcon identique. En effet, le géne
exoT est présent dans pres de 100% des souches puis vient exoY (90%), exoS (72%) et pour
finir exoU (28%). Pour une raison encore non comprise, il n’existe pratiquement aucune
souche exprimant a la fois ExoU et ExoS (Feltman et al., 2001 ; Hauser 2009). ExoS, ExoT,
ExoU et ExoY possédent différentes fonctions qui sont résumées dans la figure suivante

(Figure 40) :

Neutrophile Ma;rophage
. ~ / . Figure 40: Effet des différentes
‘ . = toxines sur les cellules eucaryotes.
- / Les quatre toxines ExoS, ExoT, ExoU
il et ExoY ciblent différents types
- il cellulaires et possédent des fonctions
précises.
ExoS/T ExoU ExoY (Engel et Balachandran, 2009)
GAP o Adenylate
ADP-RT oy cyclase GAP : GTPase Activating Protein

ADP-RT : ADP-Ribosyl Transferase

\/ l \ P-lipase : Phospholipase

>

-—- .- - - - -
Cellules épithéliales
ExoU possede une activité phospholipase de type A2 a large spectre. Elle présente des
homologies de séquence avec la patatine, une phospholipase de plante et posséde un site

catalytique indépendant du calcium comme certaines phospholipases de mammiféres
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(Sitkiewicz et al., 2006). Pour étre fonctionnelle, ExoU nécessite un cofacteur, la Super Oxide
Dismutase I (SOD-I) mais I’activité de cette enzyme n’est pas nécessaire a celle d’ExoU (Sato
et al., 2006). De plus, il a été reporté qu’ExoU était ubiquitinilée a son entrée dans la cellule
eucaryote. Cependant, cette modification post traductionnelle n’affecte pas la dégradation de
I’enzyme et sa signification biologique est encore incertaine; ExoU est doublement
ubiquitinilée sur la lysine en position 178 (Stirling et al., 2006). Contrairement aux autres
toxines, ExoU entraine une mort rapide (1 a 2 heures) des macrophages et des cellules des
¢épithélia, permettant ainsi a la bactérie de survivre dans I’hdte et méme de s’y disséminer

(Hauser, 2009).

ExoS et ExoT sont deux enzymes trés proches génétiquement (76% d’identité de
séquence) et possedent les méme fonctions. Ce sont des enzymes bi fonctionnelles possédant
une activit¢t GAP (GTPase Activating Protein) et une activit¢ ADPRT (ADP-Ribosyl
Transférase). De part ces deux activités, ExoS et ExoT sont impliquées dans de nombreux
disfonctionnements cellulaires allant de la dépolymérisation du cytosquelette d’actine jusqu’a
I’apoptose. Certaines petites GTPases comme Rho, Rac et CDC42 sont impliquées dans le
maintien du cytosquelette d’actine et leur activation médiée par le domaine GAP d’ExoS/T
implique la dépolymérisation du cytosquelette d’actine (Pederson et al. 1999). Cette fonction
est trés importante car privées de cytosquelette, les macrophages ne peuvent plus phagocyter
les bactéries et les cellules épithéliales s’arrondissent, créant ainsi des portes d’entrée vers les
tissus profonds (Engel et Balachandran, 2009). De méme que le domaine GAP, le domaine
ADPRT de ExoS/ExoT est impliqué dans le disfonctionnement de la synthese d’ADN
(Fraylick et al., 2001), du traffic vésiculaire et de ’endocytose (Hauser, 2009) conduisant a
I’apoptose des cellules. Il est ici nécessaire de noter que le domaine ADPRT de ces deux

toxines nécessite une activation par les protéines eucaryotes 14.3.3 (Ottmann et al., 2007).

La description des toxines ExoS/ExoT et ExoU met en avant un caractére commun. D’une
part, chacune de ces trois toxines est produite dans la bactérie en complexe avec une
chaperonne qui la séquestre et la garde dans un état compétant pour la sécrétion, et d’autre
part, les toxines ne sont complétement actives qu’en présence d’un cofacteur eucaryote
(SOD1 pour ExoU et les protéines 14.3.3 pour ExoS/T). Il est donc tentant d’émettre
I’hypothése que cette dépendance est un moyen supplémentaire développé par P. aeruginosa

pour se protéger de ces propres toxines.
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La toxine ExoY est un peu différente des trois autres car elle ne posseéde aucune
chaperonne spécifique identifiée a ce jour pour inhiber son activité au sein de la bactérie.
Cependant, comme ExoS, ExoT et ExoU, elle posséde un cofacteur eucaryote dont la nature
n’a pas été¢ déterminée (Hauser, 2009). ExoY est une adénylate cyclase et son activité entraine
donc I’augmentation d’AMP cyclique au sein de la cellule cible. Cela induit principalement la
dépolymérisation du cytosquelette d’actine (Cowell et al., 2005).

Comme on peut le voir, avec seulement quatre toxines, P. aeruginosa est capable d’inhiber
les fonctions de phagocytose des cellules de 'immunité et méme d’induire leur lyse, mais
aussi de dégrader les épithélia pour atteindre les tissus profonds et se disséminer dans
I’organisme.

Au sein du cytoplasme bactérien, comme mentionné précédemment, les effecteurs du T3SS
sont en complexe avec des chaperonnes spécifiques. Le paragraphe suivant a pour but de

décrire ces protéines essentielles.

I1.4.6 Les chaperonnes du T3SS

Les chaperonnes du T3SS sont de petites protéines acides jouant un role clé pour la
biogénese et la fonctionnalité du systeme. Leur fonction est primordiale, d’une part pour
empécher les toxines d’exercer leurs fonctions au sein de la bactérie et d’autre part pour
garder les protéines dans un état compétent pour la sécrétion. Selon le type de substrat
qu’elles reconnaissent les chaperonnes ont été groupées en 3 classes (Cornelis, 2006 ; Parsot
et al., 2003). Les chaperonnes de classe IA et IB reconnaissent respectivement une ou
plusieurs toxines, les chaperonnes de classe II reconnaissent les translocateurs (par exemple,
PcrH de Pseudomonas aeruginosa reconnait a la fois PopB et PopD) (Job et al., 2010), enfin
les chaperonnes de classe III reconnaissent spécifiquement la protéine formant ’aiguille de
sécrétion (Quinaud et al. 2007).

Les chaperonnes de classe I posseédent toutes une structure dimerique en forme de coeur avec
une hélice de dimérisation a I’interface. Les toxines s’enroulent autour de ce cceur sous forme
partiellement dépliée.

Les chaperonnes de classe II et I1I, comme PcrH (Job et al., 2010) ou PscE:PscG (Quinaud et
al., 2007), bien qu’interagissant avec des protéines ayant des fonctions totalement différentes,
possedent une structure treés similaire (Figure 41). En effet, le repliement qu’elles adoptent est
appelé TPR (pour Tetratrico-Peptide-Repeat) et forme une structure en « paume de main »

créant une cavité dans laquelle la protéine substrat se lie (Figures 41 et 43).
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Figure 41: Galerie de chaperonnes du systéme de sécrétion de type II1

Les chaperonnes de classe I partagent toutes le méme repliement en forme de cceur alors que les
chaperonnes de classe 2 et 3 possédent un repliement de type TPR.

Codes PDB : SycT (2BSJ), SycE (1JYA), SicP (1JYO), SycH (1TTW), SigE (1K3S), SrcA
(3EPU), AvrPphF (1S28), ExsC (3KXY), Spal5 (1RY9), InvB (2FM8), PcrH (2XCB), IpgC
(4GZ2), SycD (2VGX), PscE-PscG (2UWI) et YscE-YscG (2P58). (Izoré et al., 2011)
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Il semblerait que le rdle joué par ces protéines ne soit pas limité au role de chaperonne au sens
strict du terme. En effet, il a ét€ montré qu’elles sont capables de réguler I’ordre de sécrétion
des effecteurs (Birtalan et al., 2002) et qu’elles sont essentielles pour diriger leurs « cargos »
jusqu’au niveau de ’appareil de sécrétion ou elles interagissent avec 1I’ATPase et plus
généralement avec la plateforme de tri (Lara-tejero et al., 2011). Bien que ces chaperonnes
possédent une structure trés similaire, encore aucune séquence consensus ou structure
particuliere n’a été identifié permettant d’expliquer ’interaction avec le complexe ATPase ou

la plateforme de tri.

11.4.6.1 Mode de liaison des effecteurs (toxines, aiguilles, translocateurs).

Au cours des dernieres années, un effort particulier a été fourni par les chercheurs en
biologie structurale et de nombreuses structures de chaperonnes en complexe avec leurs
effecteurs ont été résolues. L’étude de ces complexes met en évidence trois modes de liaison
différents, un pour chaque classe de chaperonnes.

Chaperonnes de classe 1A et IB :

Le groupe d’Erec Stebbins a découvert en 2006 que de trés nombreuses toxines de différents
pathogenes (Yersinia spp., Salmonella spp, Shigella spp., E. coli et Pseudomonas spp.)
possédent un motif de petite taille particulierement conservé. Ce motif représente un brin béta
capable d’interagir de facon antiparallele avec le premier brin béta (f1) de la chaperonne
(Figure 42). Les expériences de mutations sur ce motif ont conduit a la dissociation du

complexe étudié (Lilic et al., 2006) prouvant ainsi son importance.

Figure 42: Structure du complexe InvB-SipA
de Salmonella enterica

InvB forme un dimére (orange et bleu) et posséde
une cavité pouvant accommoder le « motif béta »
(vert) de la toxine Sip (Lilic et al, 2006). Par
souci de clarté, le domaine principal de SipA a été
supprimé.

Dimeére de InvB
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Chaperonnes de classe II et de classe I1I:

Les chaperonnes de classe II et de classe III, sont traitées ici dans le méme paragraphe car
leurs structures sont similaires. Cependant, le mode d’interaction qu’elles utilisent pour lier
leurs substrats respectifs (les translocateurs pour la classe II et les protéines formant 1’aiguille
pour la class III) est différent. En effet, au sein du Groupe de Pathogénie Bactérienne de
I’IBS, les structures de PcrH, chaperonne de classe II, en complexe avec un peptide du
translocateur mineur PopD (Job ef al., 2010) ainsi que PscE :PscG, chaperonnes de classe 111,
en complexe avec PscF (Quinaud et al., 2007), ont été résolues. Comme mentionné plus haut,
PcrH ainsi que PscE :PscG possede un repliement TPR, structure formant une cavité dans
laquelle le partenaire peut venir se lier. Cependant, les chaperonnes de classe II lient leurs
substrats sous forme « dépliée » (Figure 43,A) alors que les substrats des chaperonnes de
classe III possédent une hélice amphipatique en C-terminal capable de se lier a la face
concave du TPR. Dans ce dernier cas, PscG est la chaperonne principale, celle qui interagit
avec PscF ; PscE pourrait donc servir a la stabilisation de PscG (Quinaud et al., 2007).

(Figure 43, B).

Figure 43: Structure des complexes
PcrH : PopD et PscE : PscG : PscF
de Pseudomonas aeruginosa.

A. PcrH (bleu) se replie selon un motif
TPR, formant une cavité au sein de
laquelle le peptide de PopD (jaune)
vient se fixer sous forme dépliée.

B. Le complexe de chaperonne PscE :
PscG  (marron et bleu clair,
respectivement) forme aussi une
structure en TPR, que PscF reconnait
via une hélice amphipatique.

(Job et al, 2010; Quinaud et al.,
2007)
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Des structures similaires ont été résolues pour Aeromonas salmonicida et Yersinia spp.
(Chatterjee et al. 2011 ; Sun et al., 2008 ; Lunelli ef al., 2009) confirmant ces modes de
liaison. Etant conservées au sein des différentes familles de Systéme de Sécrétion de Type I1I,
les interactions chaperonne-effecteur pourraient rapidement devenir des cibles privilégiées
pour le développement de molécules inhibitrices (Izoré ef al., 2011). Un des roles clé de ces
chaperonnes et de « diriger » leurs substrats jusqu’a I’ATPase du T3SS, lieu ou le complexe

chaperonne-substrat sera dissocié.

I1.4.7 L’ATPase du systeme de sécrétion de type 111

L’ATPase joue un rdle clé dans la biogenése et ’activité du systeme puisqu’elle
fournit 1’énergie nécessaire a I’assemblage de I’injectisome et a la sécrétion des toxines.
Comme mentionné précédemment, elle est impliquée dans la dissociation des protéines
structurales et des toxines de leur chaperonnes respectives (Akeda et Galan, 2005). L’ ATPase
est localisée a la base du systeme sous forme oligomérique (Pozidis et al, 2003). La
stoechiométrie de I’ ATPase in vivo n’est pas bien connue et semble diverger d’un organisme a
I’autre. En effet, il est admis que I’ATPase hexamérise mais certaines évidences tendent a
prouver que deux hexameres pourraient s’associer formant ainsi un dodécamere (Muller ef al.,
2006). Il est ainsi proposé qu’un modele hexamérique ne stimulerait que modérément
I’hydrolyse de I’ATP, contrairement & un modéle dodécamerique qui serait bien plus actif
(Akeda et Galan, 2004 ; Pozidis et al., 2003). Le modele dodécamérique est supporté par des
clichés de cryomicroscopie électronique de 1°ATPase HrcN de P. syringae acquis a une
résolution de 16 A et pouvant étre expliqués par 1’association face-a-face de deux hexaméres

(Figure 44)

Figure 44.
HrcN s’assemble en dodécamére.

A) Cliché de cryomicroscopie
électronique de HrcNy,.

B) Modélisation du dodécamére par
assemblage de 2 hexameéres.

(D’aprés Muller et al., 2006)
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11.4.7.1 Structure de L ’ATPase EscN chez E. coli

La structure d’une forme tronquée de EscN a été résolue a 1,8 A en 2007 par le groupe
de N. Strynadka et montre de grandes similarités structurales avec la partie F1 des ATP
synthases de type FO-F1 (Zarivach et al., 2007). La construction utilisée pour les essais de
cristallisation est une construction ou les 102 premiers résidus de la protéine ont été
supprimés. En effet, il a été montré pour InvC de S. enterica que la partie N-terminale formait
un domaine d’association aux membranes et d’oligomérisation de I’ATPase (Akeda et Galan,
2004). Dans le but d’obtenir un échantillon soluble et homogéne, les auteurs ont donc
supprimé cette partie et ont modifié¢ un acide aminé (V393P) pour obtenir une forme plus
stable et augmenter la résolution de leur jeu de données . Ce résidu est aussi impliqué dans la
liaison aux chaperonnes.

La structure révele deux domaines fonctionnels : Un domaine catalytique et un

domaine de liaison aux chaperonnes (Figure 45).

‘(-z)
} X Domaine de liaison Figure 45 :

aux chaperonnes Structure de ’ATPase EscN
du T3SS de E. coli.

s
/?9 Les deux domaines formant la

£ = protéine sont représentés. En

haut le domaine de liaison aux
‘ P"\/j chaperonnes, en bas, le domaine
i ‘{// Domaine catalvti « Rossmann fold » abritant le
. de § ,y i site catalytique.
de liaison a 'ATP (Zarivach et al., 2007).

Le domaine catalytique est un domaine de type « Rossmann fold » composé de 9 brins
B paralleles entourés de 7 hélices a. Le site actif, déterminé par trempage des cristaux de
EscN dans une solution d’ATP non hydrolysable (AMP-PNP), se situe au sein du motif de
type Walker A, aussi appelé « P-Loop », au niveau des résidus 179 a 185. Ce motif trés
connu, mis en évidence deés 1982, est spécifique des protéines liant les nucléotides et
notamment I’ATP et le GTP (Walker ef al., 1982).

Le deuxiéme domaine, celui de fixation aux chaperonnes est constitué¢ de 5 hélices a.

Comparé a la structure de la sous-unité o/ B de la partie F1 des FO-F1 ATPase, ce domaine
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n’est que peu conserve, ne partageant que 3 hélices en commun. Les auteurs proposent que
cette région variable soit le site d’interaction de I’ATPase avec les chaperonnes du systéme de

sécrétion de type III (Figure 46).

Dimére de chaperonnes

Figure 46:
Modzéle de I’hexameére de
I’ATPase EscN du T3SS de E. coli.

L’hexameére est en bleu, le dimére

de chaperonnes en rouge et

Ieffecteur en vert. La mutation

ponctuelle V393P est représentée
- o 2ol avec une fleche jaune.

Domaine SEEAENRR B Y, "Iy (Zarivach et al., 2007).

N-terminal 1 N

En se basant sur les mécanismes de changement de conformation subit par les
ATPases F1, les auteurs proposent que I’hydrolyse de I’ATP au sein du domaine Rossmann
fold puisse induire un changement de conformation au niveau du domaine de liaison aux

chaperonnes et ainsi dissocier ces dernieres du cargo qu’elles portent menant a sa sécrétion.

11.4.7.2  Une cible potentielle pour I’antibiothérapie

L’ATPase du T3SS est une des protéines les mieux conservées. Ainsi EscN partage
50% d’identité de séquence avec YscN (Yersinia ssp.), PscN (P. aeruginosa), et 45% avec
InvC (Salmonella spp.) De plus, 1’étude par rayons X de la structure de Flil, ’ATPase du
systéme flagellaire montre que le flagelle et le T3SS possédent une ATPase structuralement
conservée (Imada et al, 2007). De ce fait, ’ATPase est une cible potentielle pour
I’antibiothérapie. En effet, I’inhibition de cette enzyme par des composés mimant par exemple
I’ATP ou se liant au niveau du site d’interaction avec les chaperonnes, pourrait a terme
permettre I’inhibition spécifique de la motilit¢ (en ciblant Flil) et de la toxicité de trés
nombreux pathogénes humains (en inhibant ainsi la biogénése du T3SS). Récemment, il a été
montré que de petites molécules pouvaient inhiber I’action de ’ATPase YscN de Yersinia
pestis (Swietnicki et al., 2011), ouvrant la voie a une stratégie de développement

d’antibiotiques.
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11.4.7.3  Un partenaire pour I’ATPase : YscL ; PscL ...

L’ATPase du T3SS a souvent été mise en évidence en complexe avec de nombreuses
protéines partenaires. En 2006, Blaylock décrit les protéines de la famille de YscL comme
¢tant des inhibiteurs de I’ATPase du T3SS, caractéristique partagée par son homologue
flagellaire FliH (Minamino et Macnab, 2000 ; Blaylock ef al., 2006). YscL forme un hétéro-
trimere avec I’ATPase YscN et inhibe son activité « basale ». Aussi, les auteurs proposent que
I’activité de I’ ATPase in vivo soit stimulée de maniére importante par les phospholipides de la
membrane interne avec laquelle elle s’associe. De ce fait, I’ATPase n’est pas active dans le
cytoplasme ou elle est inhibée par YscL mais cette inhibition « faible » est balancée par une
forte activité au niveau membranaire.

Récemment, il a ét¢é montré que la plateforme de tri, discutée plus haut, posséde un
homologue de YscL (Lara-tejero et al., 2011). Il semblerait donc, que le role de YscL serait
de diriger ’ATPase vers cette plateforme de tri et I’y ancrer via I’interaction YscL/YscN
(Minamino et al., 2009).

Il n’existe pour le moment aucune étude structurale sur les protéines de cette famille, mais
I’analyse de la séquence de FliH et de YscL révele des similarités intéressantes avec des

protéines connues (Trost et Moore, 2009) (Figure 47).

0_ 90 130 160 200

| GI o s-c A) Comparaison des structures de YscL du T3SS Yersinia
y pestis et de FliH du flagelle.

. 190_100_210 260 jaune : une séquence spécifique du systeme du flagelle

FliH 'D_D'-'.'=- qui ne présente aucune homologie au sein du T3SS
En vert : Label I : séquence spécifique a YscL
Flg-Specific  Gly I 1l -C Label II : séquence homologue a la sous-unité b de

I’ATPase F1.
En rouge : Séquence conservée entre les deux protéines mais
sans homologues ou fonction connues.
En orange : Séquence homologue a la sous-unité¢ delta de
I’ATPase F1.
En doré : Séquence riche en glycines de fonction inconnue.

B) Représentation schématique de ’ATP synthase F0-F1

Les sous-unités b et 6 delta forment le « stator » de ’ATP
synthase. Les sous-unités o/ [ forment [’hexameére
catalytique. Les autres sous-unités forment le rotor et la
partie membranaire FO.
(Wang et Oster, 1998)

Fy

111



P. aeruginosa Introduction

En effet, il est prédit que FliH et YscL possédent des domaines homologues aux domaines
formant le stator de I’ATPase FO-F1 (Pallen et al., 2006), (Figure 47). Ces sous-unités sont
essentielles au fonctionnement de cette derniere, empéchant I’hexamere de tourner en méme

temps que le rotor (sous-unité y et €) d’ou son nom.

III Objectif des travaux

Le systéme de sécrétion de type III est, sans nul doute, un des facteurs de virulence des
plus importants pour P. aeruginosa. Privé de ce systéme, la bactérie possede une cytotoxicité
fortement réduite. A ce titre, 1’association frangaise Vaincre La Mucoviscide finance de
nombreux projets de recherche sur le T3SS, dont celui présenté dans ce manuscrit, dans le
but de mieux comprendre son fonctionnement et ainsi, a terme, développer de nouvelles
molécules a visée thérapeutique. L’objectif principal de cette partie de thése est la
caractérisation structurale et fonctionnelle de PscN, I’ATPase du T3SS, sous sa forme entiére
non clivée. En effet, comme expliqué précédemment, les études structurales menées sur
I’homologue EscN chez E.coli ont été réalisé sur une version tronquée (A102) permettant
d’obtenir une protéine monomérique soluble. Seule une modélisation d’hexamere a partir de
la structure du monomeére est actuellement disponible. L’objectif de cette thése était donc la
résolution de la structure de ’ATPase sous sa forme enticre hexamérique ainsi que la
compréhension de sa fonction au niveau de la plateforme de tri. A mon arrivée sur ce projet,
aucune expérience n’avait été réalisée sur I’ATPase. Au cours de ces trois années de thése,
j’al aussi travaillé sur une autre protéine du T3SS de P. aeruginosa: ExsB. ExsB est
I’homologue de YscW : la pilotine du systeme de sécrétion de type III chez Yersinia spp. 1l a
¢té montré que YscW jouait un role trés important dans la biogénese du T3SS. Trés peu de
choses sont connues sur ExsB mais sa proximité génétique avec d’autres lipoprotéines du

systéme Ysc rend son exploitation structurale et fonctionnelle trés importante.
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I  Biologie moléculaire
I.1  Clonage

[.1.1  Clonage : PscN, PscL et ExsB de Pseudomonas aeruginosa

Le clonage des genes codant pour les protéines PscN, PscL et ExsB a été réalisé au
sein de notre équipe. L’ADN génomique de la souche « PAO1 » de P. aeruginosa a servi de
matrice d’amplification au cours d’une réaction de PCR. La région codant pour la protéine
PscN (1-440) a été amplifiée et clonée dans différents plasmides en vue d’obtenir la protéine
la plus soluble possible (Figure 62) :

pGEX-4T (GE Healthcare) : fusion GST pour augmenter la solubilité

pETDuet : expression de deux protéines en vu de former un complexe.

v, & Site multiple
ie clonage 2 5 — \
C Nage 0{, S '

pGEX
pETpget-1 A

Figure 62 : cartes des vecteurs utilisés.

Le pETDuet permet le clonage de deux protéines avec une étiquette hexahistidine en N-terminal de la
protéine clonée dans le premier site multiple de clonage.

Le pGEX permet le clonage d’une protéine en aval de la GST.

(Merck-chemicals.com et Novagen.com)

La séquence codante pour la protéine PscL (1-214) a été amplifiée et clonée dans un des sites
de clonage vacant du pETDuet (Novagen). Le géne codant pour ExsB (17-141) a été cloné
dans un vecteur pMAL-p2x modifié¢ par V. Job au sein de notre groupe permettant 1’ajout

d’une étiquette hexa-histidine entre le peptide signal d’export périplasmique et la MBP
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(Maltose Binding Protein) menant a la construction suivante (Figure 63). L’ajout de cette

étiquette histidine permet d’augmenter le rendement de la purification.

Etiquettes 17 141

Thr

Figure 63: Construction utilisée pour I’expression de ExsB .

Le plasmide pMal-p2x a subi une mutagenése permettant I’ajout d’une séquence 6-His entre le signal
peptide d’export périplasmique de la MPB et le reste de la protéine (V. Job).

Les vecteurs ainsi formés ont ensuite été utilisés pour transformer des souches
d’expression Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen) (pETDuet, pGEX-4T) ainsi que
ROSETTA-II (Novagen) (pMAL-p2x modifi¢).

[.1.2  Le plasmide pG-KJE6

Le plasmide pG-KJE6 (Figure 64) est un plasmide permettant la surexpression de
protéines impliquées dans le repliement des peptides en cours de synthése. La co-
transformation de ce plasmide et d’un plasmide d’expression traditionnel (comme ceux cités
plus haut) peut permettre de solubiliser les protéines produites en corps d’inclusion,

insolubles ou agrégées (Nishihara ef al. 1998).

araC

Figure 64: plasmide pG-KJE6

araBplo

Ce plasmide encode deux groupes
de chaperonnes impliquées dans
le repliement sous forme native de
protéines.

pG-KJEG
Dnak 9900 bp Pzt-ip

tetR

grpkE
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II  Biochimie
II.1  Surexpression des protéines

II.1.1  Surexpression de la protéine PscN et du complexe PscN / PscL

Le protocole suivant a été établi pour I’expression de PscN et du complexe PscN :
PscL
Une culture de cellules BL21-(DE3) en milieu LB (Luria-Bertani), supplémenté de ou des
antibiotiques appropriés, est préparée en diluant une préculture a saturation au 1/20°™. La
croissance des bactéries est faite a 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’a ce que la culture
atteigne une DOgponm=0,6 U.A. L’expression de la protéine est alors induite par ajout de 0,3
mM d’IPTG (Euromedex) et 0,2% de glucose. Aprés 4 heures d’induction a 22°C, la culture
est centrifugée a 4500 rpm pendant 30 minutes. Le culot bactérien est repris dans du tampon
de lyse (20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, pH 8,5, 0,1% Triton X-100, 10% Glycerol)
additionné d’antiprotéases (1 mM de PMSF, 1 uM de pepstatine, 1 uM de leupeptine et 0,2
uM d’aprotinine) pour étre soniqué et clarifié par centrifugation pendant 45 minutes a 18000
rpm. 20 mM d’Imidazole sont ajoutés au tampon précédant dans le cas de I’expression de

protéines en fusion avec une étiquette hexa-histidine.

Dans le cas de la co-transformation avec le pG-KJE6, I’induction des protéines
chaperonnes est initiée & DOgoonm=0,4 U.A. par 0,5 mg/ml de L-arabinose (Sigma-Aldrich) et
10 ng/ml de tétracycline (Sigma-Aldrich). A DOgoonm=0,6 U.A, alors qu’'une petite quantité de
chaperonnes et déja disponible, I’expression de la protéine d’intérét est initiée par addition

d’IPTG (0,3 mM).

II.1.2  Surexpression de la protéine PscL

La surexpression de PscL partage le méme protocole que PscN. Cependant le
détergent utilisé dans le tampon de lyse pour solubiliser la protéine est différent. En effet le
tampon de lyse utilisé¢ est: 20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, pH 8,5, 1% CHAPS, 10%
Glycerol, 20 mM Imidazole.
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I.1.3  Surexpression de la protéine ExsB

Une culture de cellules ROSETTA II en milieu LB supplémenté de 100 pg/mL
d’ampicilline (Euromedex) et de 34 ug/ml de chloramphenicol (Euromedex), est préparée en
diluant une préculture & saturation au 1/20°™. La croissance des bactéries est faite a 37°C
sous agitation (200 rpm) jusqu’a ce que la culture atteigne une DOgoonm=0,6 U.A.
L’expression de la protéine est alors induite par ajout de ImM d’IPTG (Euromedex). Apres 3
heures d’induction a 37°C, la culture est centrifugée a 4500 rpm pendant 30 minutes. Le culot
bactérien est repris dans du tampon de lyse (20mM HEPES, 200mM NaCl, ImM DDM, 20
mM Imidazole, pH 7,5). Aprés ajout de 1 mM de PMSF, 1 uM de pepstatine, 1 uM de
leupeptine et 0,2 uM d’aprotinine, les cellules sont lysées par sonication (2 minutes de
sonication par pulses de 2 secondes espacés de 10 secondes). Le lysat bactérien obtenu est
ensuite centrifugé a 18000 rpm pendant 45 minutes afin de séparer les protéines solubles du

matériel insoluble.
I1.2  Purification des protéines d’intérét
I1.2.1 Chromatographie d’affinité

11.2.1.1  Etiquette hexa-histidine

Le surnageant, contenant les protéines solubles est incubé avec de la résine HisTrap ou
déposé sur une colonne HisTrap (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon de
lyse. Apres un lavage équivalant a 20 volumes de résine avec du tampon de lyse, les protéines
sont ¢éluées par un gradient en plusieurs paliers de 50, 150, 250 et 500 mM d’imidazole. Le

contenu de chaque fraction d’¢lution est ensuite analysé sur gel SDS.

11.2.1.2  Etiquette GST

Le principe est identique a celui utilisé pour I’étiquette hexa-histidine. Le surnageant
contenant les protéines solubles est déposé sur colonne GSTrap (GE Healthcare)
préalablement équilibrée avec du tampon de lyse. Aprés un lavage équivalant a 10 volumes de

résine, les protéines sont éluées avec 20mM de L-gluthatione reduit (Sigma-Aldrich).

I1.2.2  Clivage des étiquettes

La protéine de fusion 6His-MBP-ExsB posséde un site de reconnaissance a la

thrombine (LVPGRS) situé entre la MBP et ExsB.
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Les fractions contenant la protéine de fusion sont dialysées contre 20 mM HEPES, 200 mM
NaCl, 20 mM Imidazole, pH 7,5 puis incubées 3 heures a température ambiante avec la
thrombine (1 unité de thrombine par milligramme de protéine de fusion). L’activité de la
protéase est ensuite inhibée par I’ajout de 1 mM PMSF. Les protéines clivées sont séparées

des protéines non clivées par une nouvelle étape de chromatographie d’affinité.

I1.2.3 Chromatographie d’exclusion de taille

Les fractions contenant la protéine d’intérét sont déposées sur colonne d’exclusion de
taille, préalablement équilibrée avec 1’un des tampons suivants :

Pour PscN ou PscN : PscL : 20 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 0,05% Triton X100,
10% Glycerol, pH 8,5

Pour PscL : 20 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 0,55% CHAPS, 10% Glycerol, pH 8,5
Le contenu de chaque fraction d’élution est ensuite analysé sur gel SDS.
Une colonne Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare) ou une colonne d’exclusion HiLoad
16/60 Superdex 200 (GE Healthcare) est utilisée suivant le volume de solution protéique a

injecter.

I1.2.4 Chromatographie échangeuse de cations

Les fractions contenant la protéine ExsB délétée de son étiquette 6xHis-MBP sont
dialysées 2 heures contre le tampon 20 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,5 et chargées sur
colonne MonoS (Hitrap SP XL; GE HealthCare) pré équilibrée avec 20 mM HEPES, 20 mM
NaCl, pH 7,5 et ImM DDM. Apres un lavage équivalant a 20 volumes de colonne, 1’élution
de la protéine est réalisée avec 20 mM HEPES, 500 mM NaCl, pH 7,5 et ImM DDM a un
débit de 0,1 ml/min. Cette colonne a pour but d’augmenter la pureté de 1’échantillon mais

aussi de concentrer la protéine.

II.3  Production des protéines séléniées

Une préculture en milieu LB est menée a saturation. Aprés centrifugation 15 minutes a
3500 rpm, le culot est lavé avec du milieu minimum M9 puis réutilisé pour ensemencer une

deuxiéme préculture dans le milieu M9. Cette nouvelle préculture est ensuite diluée au 1/20°™
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pour ensemencer la culture finale sous agitation a 37°C. Lorsque la culture atteint une
DOg0onm=0,4 U.A, les acides aminés sont ajoutés a la culture dans les proportions suivantes :
Lysine, phénylalanine, thréonine = 100 mg/litre ; Isoleucine, leucine, valine = 50 mg/litre ;
Séléno-méthionine = 60 mg/litre. Tous les acides aminés doivent avoir une conformation
« lévogyre » et sont ajoutés en poudre directement dans 1’erlenmeyer de culture. Lorsque la
culture atteint DOgonm=0,6 U.A, I’expression de la protéine est induite par 1 mM d’IPTG
pendant 12 heures a 30°C.

La collecte des bactéries, la lyse ainsi que la purification des protéines séléniées sont

similaires a celles des protéines natives.

I1.4 Pontage chimique

La détermination de la stoechiométrie de PscL a été réalisée apres dialyse de 1’échantillon
dans un tampon HEPES pH 7,5, 200 mM NaCl, 10% Glycerol et 0,55% CHAPS. La protéine
a ¢été incubée a température ambiante pendant 1 heure avec des concentrations croissantes
d’acide subérique bis(3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester) (BS3, Sigma). Cette molécule a la
propriété de ponter les amines libres des acides aminés (lysines) distants de 10 A. La reaction

est ensuite stoppée par ajout de SO0mM Tris-HCI pH 8,0.

IIT Cristallographie aux rayons X
III.1 Cristallogeneése et collecte des données

III.1.1 Cristallogenése de ExsB

Les expériences menées au HTXLab ont permis de mettre en évidence un nombre
restreint de conditions pour la cristallisation de ExsB. La meilleure condition a ét¢ affinée au
laboratoire. Des cristaux reproductibles ont été obtenus a Smg/ml d’ExsB dans 0,1M TRIS-

HCI, 1,5M (NH4)SO4, 0-10% glycerol.

II.1.2 Collecte des données de diffraction pour ExsB

Un premier jeu de données natif a été collecté a ’ESRF sur la ligne de lumicre ID14-
EH1. Dans un deuxiéme temps, un jeu de données sé¢lénométhionylé a été collecté sur ID23-

EH1 au pic du sélénium a 0,9792 A (12,661 keV).
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La structure de ExsB a été résolue par SAD en utilisant le jeu de données collecté au
pic du sélénium, grace au programme PHENIX (Adams et al., 2010). Le mod¢le initial obtenu
23,0 A de résolution a été utilisé pour phaser un jeu de donnée natif a 1,8 A en utilisant le
programme PHASER. La maille est composée de trois molécules d’ExsB. Les facteurs R et

Riree sont respectivement 21,60 et 25,90 en fin d’affinement.
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| | PscN

A T’heure actuelle, I’étude de I’ATPase du systeme de sécrétion de type III sous sa
forme entiére reste encore un défi pour les structuralistes. En effet, son caractere insoluble et
hydrophobe rend sa purification sous forme native trés difficile. Au laboratoire, nous avons
essay¢ de contourner ces difficultés en testant 1’expression et la solubilité de PscN (48 kDa)
fusionnée a différentes étiquettes (GST et hexahistidine) ainsi qu’en présence ou absence de

son partneraire PscL.

1.1 Purification

I.1.1 GST-PscN

Un clone de PscN a été créé en fusion avec I’étiquette GST (Glutathione-S-
Transferase) en position N-terminale (Figure 48) via un plasmide pGEX-4T. Le choix de cette
étiquette a été dicté par le fait que la GST est une protéine tres soluble qui peut, dans certains
cas, augmenter la solubilité de la protéine avec laquelle elle est fusionnée. Les souches
d’expression, BL21 DE3-RIL et pLysS, ont été testées pour différentes conditions

d’expression (différents temps et différentes températures).

Figure 48:
Schéma de la protéine de
Site ‘ fusion GST-PscN
. GST Thrombine c 28 +48 =76 kDa

Le test de solubilité de la protéine de fusion a été réalisé suite & une induction a ImM
d’IPTG. Apres différents temps, les cellules ont été lysées par sonication dans un tampon
contenant 20 mM Tris-HCI pH 8,5 et 500 mM NacCl.

Les résultats obtenus ne sont pas convaincants. En effet, comme on peut le voir sur le gel
SDS-15% de la figure 49, I’expression de la protéine de fusion est trés bonne (I = Induit) mais
il n’est pas clairement possible d’observer une bande correspondant & GST-PscN dans les

fractions solubles (S), et ce quelque soit la température et le temps d’induction.
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E. Coli RIL E. Coli pLysS RIL pLysS Figure 49:
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Ce probleme de solubilité étant connu pour les ATPases du systéeme Ysc notamment (P.
aeruginosa, Yersinia spp.), nous avons testé¢ différents tampons de lyse. En effet, nous avons
essay¢ de solubiliser PscN dans des tampons dont le pH était trés éloigné du point
isoélectrique de la protéine (technique du choc de pH), sans succes. Nous avons également
testé¢ 1’effet des détergents sur la solubilit¢ de I’ATPase mais bien qu’appartenant a des
familles chimiques différentes, les détergents utilisés (B-Octyl-glucoside ; Triton X-100 ;
CHAPS ; Dodécylmaltoside ; C12E8 ; LAPAO, LDAO) n’ont pas apporté¢ de changement
significatif. Nous avons donc recherché un autre moyen de solubiliser la protéine et nous
avons pris connaissance du plasmide pG-KJE6 de chez Takara Bio qui pourrait aider a la

solubilité de la protéine.

[.L1.2  GST-PscN + chaperonnes

Ce plasmide comporte deux groupes de chaperonnes, (DnaK, DnalJ, GrpE et GroES,
GroEL), impliquées séquentiellement dans le repliement des protéines et pourraient
potentiellement aider a la stabilit¢ de ’ATPase en favorisant le repliement correct de la
protéine (Nishihara et al, 1998). Comme indiqué par le fournisseur, I’expression des
chaperonnes du plasmide est induite 1égérement plus t6t que la protéine d’intérét dans le but
de constituer un stock de chaperonnes au moment ou I’expression de la protéine de fusion
sera a son tour induite.

Apres la mise au point du protocole d’induction, un test comparatif de solubilité a été réalisé

afin de valider I’effet des chaperonnes sur la solubilité de GST-PscN (Figure 50).
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Le gel ci-dessus met en évidence que 1’expression des chaperonnes permet 8 GST-PscN d’étre
beaucoup plus soluble (repérée sur le gel par *). Cependant, cette solubilité apparente n’est
que peux satisfaisante puisque les chaperonnes du plasmide pG-KJE6 restent accrochées sur
GST-PscN aprés purification. De trés nombreux tests ont été effectués pour essayer de séparer
ces protéines de la protéine d’intérét (Gel filtration, [NaCl], détergents, urée)
malheureusement sans succes.

Ces expériences mettent en évidence la difficulté de travailler avec des protéines
associées a la membrane qui possédent des régions hydrophobes essentielles a I’interaction

membrane-protéine et qui limitent leur solubilité.

Le souhait de 1’association qui finance nos travaux est de découvrir un moyen d’inhiber le
fonctionnement du T3SS. Ne parvenant pas a obtenir des résultats concrets en travaillant sur
I’ATPase, nous avons réorienté légérement le sujet et nous sommes intéressés a PscL, le

partenaire essentiel de PscN.

II  PscL

II.1  Purification

Au laboratoire, PscL (24 kDa) est cloné dans le premier site d’un plasmide pEt-Duet
n’exprimant que cette protéine (Figure 51). Pour une raison inconnue, PscN dont le géne est

cloné dans le deuxieéme site de ce méme plasmide n’est pas du tout exprimé.
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Figure 51:

Schéma de la construction

His-PscL : PscN issue du

N . Site . L c clonage des protéines dans le
‘ Thrombine pEt-Duet.

Pour une raison inconnue, seule
PscL est exprimée dans cette
configuration.

La protéine PscL est exprimée en grande quantité via cette construction dans des cellules

E.coli BL21 (DE3) (Figure 52).

sSav

4 5 B 715 1617202728 42536

Figure 52 : Purification de PscL par colonne HISTrap

PscL est produite en grande quantité et est élué pratiquement pure.

Les fractions contenant la protéine d’intérét sont rassemblées, concentrées et injectées sur
colonne de filtration sur gel (Superdex 200) pour contrdler I’homogénéité¢ de 1’échantillon

(Figure 53).
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S8y

Figure 53 : Purification de PscL par filtration sur gel

La protéine est éluée sous forme tres pure dans les fractions 13, 14 et 15
Gauche : profil d’¢lution de la protéine en filtration sur gel (Superdex SD200)
Droite : Gel SDS-PAGE

Comme on peut le voir sur le chromatogramme d’¢lution de PscL, la protéine est éluée de
facon trés homogeéne (pic fin et trés symmétrique), avec un poids moléculaire apparent de
grande taille. Le volume d’¢lution de PscL d’aprées la calibration de la colonne, fait état d’un
poids moléculaire apparent de 1’ordre de 100 kDa. Le poids d’un monomeére de PscL étant de
24 kDa, nous nous sommes intéressés a la multimérisation possible de cette protéine. Comme

expliqué précédemment, dans le systéme flagellaire, FliH est connu sous forme de dimere.

II.2  PscL est un dimeére

Dans le but de mieux comprendre le comportement de PscL en solution, nous avons
cherché a déterminer I’état d’oligomérisation de cette protéine en solution en utilisant un
agent pontant : le Bis-Sulfosuccinimidyl Subérate (BS3).

La fraction la plus concentrée issue de la filtration sur gel est utilisée pour les

expériences de pontage chimique (Figure 54).
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moléculaire confirme la dimérisation de PscL
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L’expérience de pontage chimique de PscL révele I’apparition d’une bande de plus haut poids
moléculaire, pouvant étre expliquée par la dimérisation de PscL (2 x 24 = 48 kDa). Cette
expérience est ainsi une forte indication que PscL dimérise en solution. Cependant, le poids
moléculaire d’un dimeére, 48 kDa, ne suffit pas a expliquer le profil d’¢lution de la protéine en
filtration sur gel. L’homologie de séquence de PscL avec les protéines formant le stator de
I’ATPase FO-F1 laisse penser que cette protéine puisse étre, comme son homologue, de

structure tres allongée, ce qui peut expliquer le poids moléculaire apparent élevé du dimére.

II.3 Protéolyse ménagée

Les essais de cristallogenése de PscL n’ont pas abouti & une piste intéressante. En
effet, dans la majorité des essais, la protéine précipite et ne cristallise pas. Des tests de

protéolyse limitée ont été menés sur la protéine et un domaine stable a été mis en évidence par

la trypsine (Figure 55) :
Trypsine  Thermolysine Subtilisine Papaine Elastase
Pscl * > - > - > - > -
. - TES
“ - o -
- -
— - - - =
Ourée

IMinute 15 30 60120180 15 30 60 120180 15 30 60 120 180 15 30 60 120 180 15 30 60 120 180

Figure 55: Tests de protéolyse limitée sur PscL

PscL a été incubé différents temps en présence de 5 protéases différentes a un ratio 1:500 (protéase : protéine).
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La majorité des protéases dégradent la protéine en de multiples bandes. L’¢lastase et la
trypsine sont les protéases les plus intéressantes. En effet, la trypsine permet de dégrader la
totalité¢ de PscL en un fragment plus stable au bout de 30 minutes d’incubation seulement. Ce
fragment a été soumis a un séquengage N-terminal et s’est révélé étre composé de deux
peptides (Figure 56) :

Figure 56: Résultats du séquencage
N-terminal de PscL clivé.

En rouge: régions prédites comme
étant désordonnées

En vert : premiere séquence trouvée
En bleu : deuxiéme séquence trouvée

L’existence de domaines stables isolés par protéolyse limitée est une piste prometteuse pour
I’obtention de la structure de cette protéine. Il se peut ainsi que la région qui rend difficile la
cristallisation, car flexible, soit dégradée par la protéase. La construction d’un clone plus court
commengant donc a 1’alanine 23 ou a la leucine 35 pourrait permettre d’obtenir une molécule
plus compacte, plus facilement cristallisable. Ces études sont a présent en cours au

laboratoire.

Le fait que PscL doive interagir avec PscN nous a laissé penser que former ce complexe
permettrait potentiellement de solubiliser PscN. En effet, si PscL se fixe sur une région
hydrophobe de PscN, cette région sera alors masquée et la solubilté en sera augmentée. Pour

cette raison, nous avons essay¢ de reconstituer le complexe PscN : PscL.

III Le complexe PscN : PscL

Deux techniques ont été utilisées pour reconstituer le complexe : la co-purification et la co-

expression.

III.1 GST-PscN + PscLL

Pour réaliser ce complexe, GST-PscN a été exprimé en présence des chaperonnes pour
étre soluble puis chargé sur colonne GSTrap. Apres lavage, un lysat cellulaire contenant PscL
a été chargé sur la colonne. Si le complexe est formé, la fraction ¢luée devrait étre composée

de GST-PscN et de PscL associé a I’ATPase. La figure 57 montre les résultats obtenus :
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Figure 57: Formation du complexe PscN-PscL par pull-down.

GST-PscN a été chargé sur une colonne GSTrap puis lavé. Un lysat cellulaire contenant PscL a
ensuite était chargé sur la colonne pour former le complexe.

MW : Poids moléculaire

4 : Fraction d’élution de la GSTrap (20 mM gluthation réduit)

OLD : Purification de GST-PscN seul comme controle.

Comme on peut le voir sur la figure 57, la fraction d’élution 4 présente une bande
assez intense correspondant potentiellement a PscL (*), qui n’est pas présente quand PscN est
purifiée seule (OLD). Evidemment, la présence de bandes additionnelles correspondant aux
chaperonnes contaminant 1’échantillon peut étre vue dans les deux cas (avec et sans PscL). La
quantité de PscL fixé sur PscN peut cependant étre discutée. Pour le systtme homologue du
flagelle, il a été montré que FliH (PscL) interagissait avec Flil (PscN) avec une stoechiométrie
de 2 FliH pour 1 Flil (Minamino et Macnab, 2000). Bien qu’étant dans un systéme différent et
que donc, la stoechiométrie du complexe puisse varier, il semblerait ici que PscL ne puisse
pas correctement interagir avec I’ATPase. Ce probléme est potentiellement di au fait que les
chaperonnes masquent le site d’interaction des deux protéines. Pour palier a ce probléme, et
forts de ce résultat encourageant, nous avons décidé de créer un nouveau plasmide a partir
duquel nous pourrons exprimer le complexe dans la méme cellule. Ainsi PscL pourra se fixer

sur PscN et potentiellement former un complexe soluble.

III.1.1 pEt-Duet : His-PscN : PscL

La construction choisie pour la co-expression résulte du clonage de PscN dans le premier site

de clonage du pEt-Duet et de PscL (24 kDa) dans le second (Figure 58) :
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Ce plasmide a été utilisé pour transformer des bactéries E. coli BL21 (DE3) classiques a partir

desquelles des tests d’expression ont été réalisés. Ces tests ont abouti @ un protocole
d’expression identique a celui utilisé¢ pour GST-PscN.
Apres 4 litres de culture, le lysat soluble est chargé sur colonne (Histrap 1 ml) et les protéines

sont ¢luées (Figure 59) :
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Le gel SDS-PAGE de la figure ci dessus, confirme 1’intéraction entre les deux protéines PscN
et PscL. Le complexe est cependant mieux formé dans le cas de la co-expression des deux
protéines.

Les fractions contenant le complexe PscN : PscL sont rassemblées, concentrées et injectées
sur une colonne de filtration sur gel (Superdex 200). Le profil d’élution obtenu atteste de la

stabilité et de la solubilité du complexe (Figure 60) :
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Figure 60: Pl};ﬁ%cg];%?éliggsc&)mplexe PscN : PscL par filtration sur gel Résultats

Le complexe PscN : PscL (étoiles) est élué entre les fractions 32 et 39 ce qui atteste de sa solubilité et sa
stabilité.
Le contaminant (triangle) en dessous de PscL est principalement élué entre les fractions 41 et 47
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Le complexe PscN : PscL est ¢lué dans le premier « pic », dans les fractions comprises entre
32 et 39. Le contaminant en dessous de la bande de PscL, identifié par séquengage N-terminal
comme étant une chaperonne de E. coli, est élué dans les fractions 41 a 47.

Bien que la cristallogenese des protéines requi¢re un échantillon d’une trés grande pureté, les
fractions 32 a 38 sont rassemblées puis concentrées jusqu’a 5,5 mg/ml (valeur au dela de

laquelle le complexe a tendance a précipiter).

ITII.2 Cristallogenese du complexe PscN : PscL

L’échantillon a été testé au robot de cristallisation haut débit du PSB (Partnership for
Structural Biology) (HTXLab). Les tests se font sur des plaques 96 puis selon la technique de
la goutte assise (variation de la technique de la goutte suspendue). Six plaques, soit 576
conditions ont été testées.

Au bout d’un mois, un cristal sous forme de fines aiguilles est apparu dans la condition 89 du
kit « The Classics » de chez Qiagen (Figure 61). Les cristaux ont ét¢ obtenus a 4°C dans 0,2
M de sulfate de lithium, 0,1 M de Tris-HCI pH 8,5 et 30% de PEG 4000. Ceci représente une
piste trés prometteuse en vue de I’obtention de la structure complete de I’ATPase du T3SS de
chez P. aeruginosa en complexe avec une protéine partenaire majeure. L’affinement de cette
condition est a présent en cours au laboratoire. Pour cela, nous testons la cristallisation du

complexe a différentes températures, dans différents tampons et avec différents additifs.
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Figure 61:
. Photo d’un cristal du complexe PscN : PscL obtenu ,
P. aeruginosa au robot de cristallisation haut débit (HTXLab) de Résultats
PEMBL, aprés un mois d’incubation a 4°C.

[PseN : PscL] = 5,5 mg/ml

IV Discussion

Les expériences menées sur I’ATPase seule n’ont pas abouti aux résultats attendus. En
effet, PscN est une protéine trés hydrophobe et trés instable lorsqu’elle est exprimée sans ses
partenaires.

La protéine PscL, partenaire de I’ATPase, est trés fortement sur-exprimée par la
machinerie d’ E. coli. La purification permet ainsi d’obtenir un taux de rendement élevé mais
malgré ces résultats encourageants, aucun cristal n’a pu étre obtenu. En effet, la protéine est
peu stable en solution et posseéde une forte tendance a précipiter lorsqu’elle est concentrée (au
dela d’1 mg/ml). Pour palier a ce probléme, un domaine plus court, probablement plus stable
a été isolé par protéolyse limitée. Le clonage de ce domaine dans un plasmide d’expression
pourrait permettre la production de celui-ci en grande quantité et mener a la résolution de la
structure de PscL. Tout comme FliH, nous avons montré que PscL est capable de dimériser et
cette caractéristique est un argument supplémentaire suggérant que les protéines de cette
famille puissent étre homologues au stator de I’ ATP synthase, (Lokanath et al., 2006).

Notre étude du complexe ATPase-PscL semble trés prometteuse.

Le complexe PscN : PscL a été sur-exprimé sous forme soluble pour la premiere fois. Bien
que peu stable dans le temps, ce complexe a pu étre testé en cristallogenese et a dores et déja
donné une piste trés prometteuse. La poursuite des tests de cristallisation du complexe et la
reproduction des cristaux obtenus avec le robot du PSB sont une priorité¢ pour la poursuite de
cette étude, mais les cristaux alors obtenus semblent trés peu reproductibles. De nombreux
groupes travaillent sur I’ATPase du T3SS et ne parviennent pas a obtenir de complexe comme

celui obtenu au cours de cette étude. La stoechiométrie du complexe et bien évidemment sa
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structure seront des éléments trés importants dans la compréhension de la biogenése du T3SS

chez P. aeruginosa.

V ExsB

Du fait du manque de résultats publiables sur ce projet, j’ai émis le souhait aupres de
ma directrice de thése, de travailler parallelement a I’ATPase sur une autre protéine du
systetme de sécrétion de type III. Viviana Job, chercheur dans notre groupe travaillait a ce
moment 1a sur la sécrétine PscC du systéme. C’est alors qu’est venue 1’idée de caractériser
ExsB, la pilotine potentielle du T3SS chez P. aeruginosa. Comme décrit dans la partie
introduction, trés peu de choses étaient connues sur cette protéine. En 1995, le groupe de
Cornelis présente ExsB comme un homologue potentiel de VirG (YscW), la pilotine chez
Yersinia spp. (Allaoui et al., 1995). Deux ans apres, suite a un travail sur la régulation de
I’ ‘expression de la toxine ExoS, Goranson et ses collégues ont conclu que ExsB n’était pas
exprimée chez P. aeruginosa. Cet article a conduit a I’abandon des recherches sur ExsB
puisque depuis, aucun nouvel article ne parlait de cette protéine.

Nous avons cependant sur-exprimé ExsB dans E. coli et produit des anticorps contre
cette protéine qui ont prouvé que ExsB était bien exprimée dans P. aeruginosa. De plus, nous
avons men¢ des expériences de localisation cellulaire montrant que ExsB était localisé dans la

membrane externe et résolu sa structure par cristallographie aux rayons X.
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Résumé de Particle :

Pseudomonas aeruginosa emploie un systetme de sécrétion de type III pour injecter des
toxines directement dans le cytoplasme des cellules-hote. ExsB est une protéine de 15,6 kDa
qui partage une forte homologie de séquence avec YscW, une lipoprotéine de Yersinia spp.
impliquée dans la stabilisation des oligomeres de sécrétine YscC. Dans cet article, nous
montrons pour la premicre fois que ExsB est exprimée chez P. aeruginosa au moment de
I’induction de la synthése des protéines du T3SS et que cette protéine est associée a la
membrane externe. De plus, nous avons résolu la structure de ExsB par cristallographie aux
rayons X. ExsB posséde un repliement en forme de béta-sandwich unique et arbore une large
région basique qui pourrait jouer le role d’ancrage membranaire. La structure de ExsB ainsi
que celle du modéle de YscW que nous avons générée est tres distincte de celle de MxiM, une
lipoprotéine impliquée dans la stabilisation de la sécrétine chez S. flexneri et des lipoprotéines
Pil impliquées dans la formation de I’anneau externe des pili. Nos résultats montrent, entre
autre, que les lipoprotéines « pilotines » ne sont pas structuralement conservées d’un systéme

a ’autre comme il a pu étre suggéré dans le passé.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen that employs a finely
tuned type III secretion system (T3SS) to inject toxins directly into the cytoplasm of target
cells. ExsB is a 15.6 kDa protein encoded in a T3SS transcription regulation operon that
displays high sequence similarity to YscW, a lipoprotein from Yersinia spp. whose genetic
neighbourhood also involves a transcriptional regulator, and has been shown to play a role in
the stabilization of the outer membrane ring of the T3SS. Here, we show that ExsB is
expressed in P. aeruginosa upon induction of the T3SS, and subcellular fractionation studies
reveal that it is associated with the outer membrane. The high-resolution crystal structure of
ExsB shows that it displays a compact B-sandwich fold with interdependent B-sheets. ExsB
possesses a large patch of basic residues that could play a role in membrane recognition, and
carries a fold which is distinct from those of MxiM, a lipoprotein involved in secretin
stabilization in Shigella, as well as Pil lipoproteins involved in pilus biogenesis. These results
reveal that small lipoproteins involved in formation of the outer membrane ring display clear

structural differences that may be related to the different functions they play in these systems.
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INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen, the causative agent of a high
number of nosocomial infections, and a particular threat for cystic fibrosis patients, whose
lungs it colonizes upon formation of a biofilm. In addition, P. aeruginosa is highly resistant to
antibiotic treatment due to the action of efflux pumps, as well as of resistance plasmids
carried naturally . Much like several other Gram-negative bacteria, it uses a type III secretion
system (T3SS), a needle-like apparatus composed of more than 20 proteins whose function is
to inject toxins directly into the cytoplasm of target cells (Fig. 1a) *°. Toxin effects include
cytoskeletal disruption, permeabilization of the host cell membrane, and oncosis .

Over the last few years, considerable efforts have been made to structurally and
functionally characterize the components of the T3SS in order to further the understanding of
its biogenesis, assembly, and toxin secretion processes *'*'". One main interest has been the
characterization of the basal body, which is composed of two membrane-imbedded rings that
span both bacterial bilayers. Notably, the outer membrane ring (OMR) is formed by the
secretin (PscC in Fig. 1a), an oligomeric protein harboring between 12 to 14 subunits that
generates a central pore big enough to allow the passage of partially folded proteins '*'°.
Secretins often require accessory lipoproteins (some of which are termed ‘pilotins’) that allow
their outer membrane localization and promote the stability of their oligomeric form, as is the
case for InvH from the T3SS of Salmonella enterica, which is required for the proper
localization of the secretin InvG '®'°. Such associations have also been described in type IV
pili *** and T2SS, the latter of which includes the well studied PulS pilotin from Klebsiella
oxytoca, which promotes localization and stability of the secretin PulD **°. MxiM from

Shigella flexneri, which stabilizes the T3SS secretin MxiD, has been structurally and

biochemically characterized 26'28, but its classification as a bona fide pilotin is still a matter of
y p
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controversy due to the involvement of an inner membrane lipoprotein (MxiJ) in MxiD
stabilization *°. It is of note that although pilot proteins from different systems display low
sequence identities, they have been described as sharing key features such as low molecular
weight, high pl, and a lipidation/maturation site at their N-terminus characterized by a
specific consensus motif (the lipobox; (V/L)XXC;>). Interestingly, systems that lack these
dedicated lipoproteins can possess secretins that carry a lipidated N-terminus, which is the
case of HxcQ, a key component of the T2SS of P. aeruginosa, which promotes its self-
piloting to the outer membrane *'.

The T3SS of Yersinia spp, requires the outer membrane lipoprotein YscW to promote
OM targeting and oligomerization of the secretin YscC. The absence of YscW reduces the
oligomerization level of YscC, and in conditions of YscC overexpression, its outer membrane
targeting is impaired. Interestingly, a non-lipidated form of YscW is non-functional, being
unstable and potentially unable to correctly localize overexpressed YscC; these results
suggest that YscW plays the role of pilotin for YscC '®. Notably, YscW shares approximately
60% sequence similarity (26% identity) with ExsB, which is encoded by the P. aeruginosa
regulatory operon exsCEBA (Fig. 1b), and Psc and Ysc T3SS form a closely related gene
clade **. ExsB was predicted to be a 15.6 kDa, 141 amino acid protein with a pI of 9.43
carrying a classic LXGC lipidation site and a type II signal peptide ** within residues 1 to 16
(Fig. 1d), much like YscW. These observations initially suggested that ExsB could be the

functional homolog of YscW in the Pseudomonas T3SS system '***

. Interestingly, an even
greater similarity (73%; sequence identity 56%) was identified between ExsA and VirF,
proteins encoded by genes immediately downstream from exsB and yscW in Pseudomonas
(Fig. 1b) and Yersinia, respectively; their carboxy termini are almost identical **. ExsA and

VirF are members of the AraC/XylS family of transcriptional regulators, and are involved in

the protein interaction cascade that couples secretion activity and transcriptional activation in
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the T3SS of Pseudomonas and Yersinia >>-°

. These observations suggest that there may be a
number of functional/regulatory similarities within these systems in both pathogens.

The potential role played by ExsB in T3SS functionality, however, has been
controversial, since exsB was originally reported as being a non-translated gene in P.
aeruginosa >’ . In order to clarify this point and explore the biological function of ExsB, we
investigated and validated its synthesis in P. aeruginosa in T3SS-inducing conditions,
determined its subcellular localization, and solved its high-resolution crystal structure. ExsB
is an outer membrane protein that displays a novel fold that is distinct from those of other
secretion or pilus-related lipoproteins that have been previously structurally characterized.
ExsB folds into a B-sandwich and displays a highly charged region that could potentially be
involved in outer membrane recognition or binding of partner proteins. These results shed
light on the function of ExsB/YscW in secretion systems and reveal that structural

characteristics of other lipoproteins involved in assembly of outer membrane complexes are

likely to be system-dependent.
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RESULTS AND DISCUSSION

ExsB is expressed in P. aeruginosa and fractionates to the outer membrane

ExsB is encoded in a locus that controls the synthesis of the ExoS toxin (Fig. 1b), and
initial attempts by Goranson and co-workers to detect its expression in P. aeruginosa were
unsuccessful >’. Here, employment of an upstream GTG start codon, leading to the addition of
four residues at the N-terminus of the predicted ExsB sequence (Met-Arg-Cys-Trp, Fig. 1d),
yielded an ExsB form that was clearly expressed in E. coli, which allowed us to purify the
protein and generate specific antibodies directed towards ExsB. In order to confirm the
expression of ExsB in P. aeruginosa, we prepared whole cell extracts and blotted protein
content with anti-ExsB antibodies. ExsB was clearly detected in P. aeruginosa cell extracts
(Fig. 1c) and migrates with an approximate molecular mass of 15 kDa, as predicted from the
sequence (Fig. 1d). Induction of protein expression was detected both for ExsB and for T3SS
translocator PopB, used here as a positive control, when cultures were grown in Ca*"
depletion conditions (+EGTA), known to induce T3SS operons in vitro>* The N-terminal
sequence of ExsB displays one charged amino acid followed by a stretch of
hydrophobic/uncharged residues, which is the characteristic signature of a signal peptide. This
sequence is followed by the LXGC motif (blue box in Fig. 1d), indicative of a lipoprotein-
processing site, suggesting that ExsB could be associated with the membrane through its lipid
recognition sequence. In order to identify the cellular localization of ExsB, inner and outer
membranes of a highly cytotoxic P. aeruginosa strain (CHA, originally isolated from a cystic
fibrosis patient) were separated by sucrose density gradient centrifugation after induction of

the T3SS by Ca®" depletion.
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Fig. 2. ExsB and PscC localize to the outer membrane.

Memlﬁ?‘ﬁ‘é%{t{@fng}% clinical P. aeruginosa CHA strain were separated on a
sucrose gradient and protein content was analyzed by Western blot with
antibodies directed against ExsB and PscC. The major porin OprF (visualized
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and inner membranes, respectively. Note that ExsB co-localizes with the
secretimPyzed by Western blotting. Inner and outer membranes were identified through the
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presence of XcpY and OprF, selective markers for inner and outer membranes, respectively.
ExsB was found to be co-localized with the secretin PscC to the outer membrane (Fig. 2),

much like its Yersinia counterpart, YscW, which co-localizes with secretin YscC 16

Sucrose gradient
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The structure of ExsB reveals a novel fold

In order to gain further insight into ExsB functionality, we crystallized it and solved its
high-resolution structure. In order to obtain soluble, crystallizable protein, we employed a
construct lacking the signal peptide and the lipidation sequence. Our construct harbored two
tags, namely a hexa-histidine tag followed by a maltose-binding protein (MBP) located N-
terminally to ExsB (17-141) and intercalated by a thrombin cleavage site (Fig. 3a). This

construct was expressed in the E. coli periplasm and purified by Ni-chelating and cation
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exchange (Mono S) chromatographies; tags were removed by thrombin cleavage prior to
crystallization. Gel filtration experiments performed on a Superdex 200 column revealed that
ExsB eluted as a monomer (not shown). ExsB (17-141) crystallized in space group C2 with
three molecules in the asymmetric unit, and the structure was solved by performing a single
anomalous dispersion (SAD) experiment on a selenomethionylated crystal at the ESRF
synchrotron in Grenoble. This initial experiment generated a 3 A model, which was
subsequently used to phase native data collected to 1.8 A. Data collection, phasing and

refinement statistics are included in Table I, below.

Data Collection, Phasing, Molecular Replacement, and Structure Refinement Statistics

Data Collection

Data set Peak Native
Wavelength (A) 0.9792 0.9334
Space group c2 C2
a(A) 125.6 124.2
b (A) 48.8 48.4
c (A) 72.5 71.6
a=0((") 30.0 90.0
() 96.6 96.9
Resolution (A) 3.0 1.8
No. Observed/unique reflections 94,664/16,999 110,486/35,870
Completeness (%) 98.9 (94.2) 89.9 (75.6)
Rsym (last shell) 14.6 (37.8) 3.8 (39.5)
I/o(1) (last shell) 12.3 (5.1) 28.9 (3.0)
Phasing
Phenix FOM (obs) 0.28
Molecular Replacement
Phaser RFZ/TFZ 22.2/31.2
Phaser LLG 289/290
Refinement
Resolution (A) (outer resolution shell) 1.81 (1.857)
Rwork (%) 21.6 (40.6)
Rfree (%) 25.9 (43.49)
No. of protein atoms 2714
No. of solvent atoms 155
No. of nickel ions 1
No. of sulfate ions 4
Rmsd, bond lengths (A) 0.015
Rmsd, bond angles () 1.786
Mean B factor (R%) 31.2
Residues in most favored/allowed regions of 100
Ramachandran plot (%)
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The structure of ExsB is composed of 7 B-strands and an a-helical turn (Fig. 3b) and
folds into a curved B-sandwich. The 3 smaller strands (B1, 4 and 7) are packed against the 4
longer curved strands (B2, B3, B5 and B6) forming a 40 x 20 A structure. The region between
the two B-sheets is decorated with side chains from both sheets, forming a tightly packed
arrangement. Although the detergent dodecyl maltoside (DDM) was employed in the
purification and was present as an additive in the final buffer at a concentration of 1 mM, it
could not be visualized in the electron density map. Analysis of the structure of ExsB by the
DALI server (http://echidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/) identified strong structural
similarities with specific domains of B-galactosidases; the significance of this similarity is
unclear.

The structure also revealed the formation of a disulfide bridge between the well-
conserved C-terminal cysteines (Cys125 and 129) (Figs. 1d, 3b, 3c). The role of this disulfide
bond is unclear, since a stabilizing effect may be excluded due to the proximity of the two
residues involved. Although their conservation in ExsB-like molecules from all Ysc-T3SS-
related organisms (Fig. 1d) suggests that they could play a common role in a number of
different species, Yersinia strains carrying YscW with the two C-terminal Cys residues
mutated into serines did not display any T3SS-related phenotype **.

Two features of the ExsB structure of particular interest. The first one is a positively
charged residue patch, on the surface of the curved B-sheet, composed of four arginines that
point out into the solvent (Arg46, Arg48, Arg64 and Arg91; Fig 4a). This basic region could
potentially mediate the interaction between ExsB and acidic lipids in the outer membrane, as
it has been reported for other membrane-recognizing proteins such as Src, a tyrosine kinase
implicated in signal transduction which employs a cluster of basic residues to enhance its
recognition of lipid head groups on the plasma membrane ** and HIV phosphoprotein Nef,

which is essential for the modulation of signal transduction pathways upon HIV infection and
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(B) ExsB folds into a B-sandwich with a short a-helix. The disulfide bridge is shown

in light green.

(C) The topology diagram of ExsB reveals that the -sheets are interdependent (i.e.,
strands do not form independent sheets, but are woven between both sheets). -strands
forming the two B-sheets are shown in yellow and in green. The disulfide bridge is

shown in light green.
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Fig. 4 Key charged regions in

ExsB.

whose membrane-recognition basic cluster is located at its N-terminus *’. It is of interest that
(A) ExsB displays a highly
Jasic regiom¢rigitesenttibin démeomstrated that mutations within the basic region of Nef greatly reduced
‘he structure). This region is rich in
irginine  rosicndyaia asdociaiepd 8ausing dramatic alterations in its subcellular distribution.
Arg64 and Arg91). (B) View from
‘he bottom of ExsBqéndislatisaBdarbors a small acidic patch, formed by residues Asp81, Glu84, and
A), showing the acidic region of
ExsB: AspBufSlubtataddlosu®oits N-terminal extremity (Fig. 4b); this region marks one edge of a
zenerate the negative charge of this

-egion.  cradle-shaped area identified with SURFNET, a program employed to generate molecular
surfaces and predict potential protein binding sites *'. The cradle identified in this manner is

in fact an elongated region of 1100 A’ that harbors a number of hydrophobic residues within

the trough and is a potential binding site for other T3SS partner proteins.
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Notably, the structure of ExsB is distinct from that of MxiM (Fig. 5), a key lipoprotein
of the Shigella T3SS which has been shown to interact with the secretin MxiD **. Although
both structures display stacked antiparallel B-sheets, ExsB lacks the elongated a-helix present
in MxiM, as well as the linear hydrophobic tunnel at its core, shown to bind lipids *°. In
addition, ExsB displays no structure similarity to any of the outer membrane-associated
lipoproteins involved in either assembly of secretion systems or pilus macromolecular
machineries whose 3D structures have been solved (Fig. 5). Although most of them have
been implicated to different extents in assembly of the secretin, the main component of the
OMR, it is of note that all of the structures show clear differences. In addition to being
distinct from MxiM, the structure of ExsB is also different from that of PilP and PilW, both
of which are involved in assembly of the PilQ secretin of the type IV pilus of Neisseria
meningitidis, and PilF, which participates in the analogous process in Pseudomonas. The
NMR structure of PilP displays a small B-stranded core and was found to resemble
streptavidin 2 PilW, on the other hand, in whose absence PilQ remains monomeric B folds
as a disulfide bridged tetratricopeptide (TPR) protein **, much like PilF ***. Thus, even
amongst proteins that have been clearly linked to assembly of outer membrane elements,
structural differences do not allow for the generalization of their functions. These
observations underline the importance of determining the role of each one of these proteins in
secretion/pilus formation, as well as details of their interactions with their cognate protein
partners, prior to generalization regarding their mechanisms of action .

The localization of ExsB within an operon involved in transcriptional regulation is
also of interest. The gene coding for ExsB is located immediately upstream of ExsA, an

AraC/XylS-type regulator. Transcriptional activation and secretion are linked through a
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type of transcriptional regulation loop, much like

its Yersinia counterpart, YscW, whose gene

is also located immediately upstream from a transcriptional regulator of the AraC/XylS

family. Interestingly, a P. aeruginosa strain deleted of exsB displayed severely reduced

production of the T3SS toxin ExoS, suggesting that it plays an important role in T3SS

functionality

37 Tt is thus conceivable that these proteins may display distinct mechanisms of

action that are nonetheless crucial for the optimal functioning of a finely tuned type III

secretion system.

MATERIALS AND METHODS

Protein expression in Pseudomonas aeruginosa
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Clinical isolate CHA, a P. aeruginosa strain originally isolated from a cystic fibrosis
patient *°, was used for all experiments and was grown in LB medium at 37°C with agitation
at 300 rpm. The T3SS was induced by calcium depletion with 5 mM EGTA and 20 mM
MgCl,. 5 mM CaCl, was added in non-induced cultures in order to prevent basal T3SS
protein expression. At an optical density (ODgoo) of 1, the cells were pelleted by
centrifugation at 5,000g and 4°C. For Western blotting, the supernatants were mixed with
sample buffer and, for total cell protein analysis, cells were concentrated twice and

subsequently boiled for 10 minutes in sample buffer.

Membrane separation by sucrose gradient centrifugation

Inner and outer membranes were separated by centrifugation on sucrose gradients. Cell pellets
from a 500 mL T3SS-induced P. aeruginosa culture were resuspended in 25 mL of buffer
(20% sucrose (w/w) in 10mM Tris-HCl at pH 7.4, 1| mM PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride), 10 pg/mL RNase, 10 pg/mL DNase). After cell lysis with a M-110P Microfuidizer
at 15000 p.s.i. for 5 min, unbroken cells were removed by centrifugation and total membranes
were isolated by ultracentrifugation at 138,000g for 45 min. Inner and outer membranes were
separated by a sucrose gradient as described by Viarre and co-workers °'. Briefly, total
membranes were resuspended in a buffer containing 20% sucrose (w/w), 8 mM Tris-HCI at
pH 7.4, 4 mM EDTA and protease inhibitor cocktail complete (Roche) and loaded at the top
of a 30-60% sucrose gradient in the same buffer. After 72 hours of ultracentrifugation at
190,000g, 24 fractions of 500uL were collected and analyzed by SDS-PAGE and Western

blotting.
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Electrophoresis and Western blotting

Samples were analyzed by SDS-PAGE on 15% polyacrylamide gels. Proteins were
stained with either Coomassie blue or analyzed by Western blots. For the latter experiments,
proteins were transferred onto nitrocellulose membranes; after incubation with primary
antibodies raised against ExsB (obtained from mice injected with the purified protein
employed for X-ray crystallography; Agro-Bio), PopB *’ or XcpY, secondary HRP-associated

antibodies were added. Proteins were detected with a chemiluminescence kit (GE Healthcare).

Expression and purification of recombinant proteins

The region of the P. aeruginosa exsB gene coding for amino acids 17 to 141 was
amplified using conventional PCR methodologies and cloned into a modified pMalE vector
*. The resulting vector was transformed into E. coli Rosetta II cells (Invitrogen) to produce
recombinant protein with an N-terminal hexa-histidine tag followed by an MBP. Protein
expression was induced in Luria-Bertani Medium (LB) with 1 mM IPTG at 37°C for 3 hours.
Bacteria were pelleted by centrifugation, resuspended in a minimal volume of buffer (20 mM
HEPES pH 7.5, 200 mM NacCl, 20 mM imidazole, 1 mM DDM (Anatrace)) and lysed by
sonication. The lysate was clarified by centrifugation and incubated with Ni chelating resin
(GE Healthcare) pre-equilibrated in lysis buffer. Protein elution was performed by an
imidazole step-gradient. Fractions containing ExsB were pooled and dialyzed for 2 hours at
4°C into 20 mM HEPES pH 7.5, 200 mM NaCl, 20 mM imidazole, and subsequently

incubated with 1 unit of thrombin protease per mg of MBP-ExsB. The protein was
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subsequently reincubated with the Ni Sepharose resin and the eluted cleaved product dialysed
2 hours into 20 mM HEPES pH 7.5, 20 mM NaCl. ExsB was then loaded onto a 1 ml
prepacked cation exchange column (Hitrap SP XL; GE HealthCare) pre-equilibrated in a low
salt concentration buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 20 mM NaCl, ImM DDM). Elution of the
pure, concentrated protein, was achieved by a step-gradient elution with a high salt
concentration buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM DDM). ExsB was further
concentrated to 5 mg/ml and used for crystallization tests.

Selenomethionylated ExsB was expressed in E. coli Rosetta II cells in M9 minimal
medium supplemented with thiamine (200 mg/L), leucine (50 mg/L), valine (50 mg/L),
isoleucine (50 mg/L), lysine (100 mg/L), phenylalanine (100 mg/L), threonine (100 mg/L)
and selenomethionine (60 mg/L). Expression and purification was performed as for the native

protein.

Crystallization, data collection, and structure solution

Crystals of both native and selenomethionylated ExsB were grown by the hanging-
drop vapor diffusion method at 20°C in 0.1 M Tris-HCI pH 8.5, 1.5 M (NH4),SO4, and 0-10
% glycerol. 1 pL of protein solution at 5 mg/mL was mixed with 1 pL of mother liquor, and
the drop was sealed onto a 1 mL reservoir. Crystals were cryoprotected by brief soaking in
mother liquor containing 20% glycerol, and were subsequently flash-cooled in liquid nitrogen
directly on the loop used for data collection. A SAD experiment was performed on the Se
edge on beamline ID23-EH1 at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF). The
dataset from the SAD experiment, collected to 3.0 A, was processed and scaled with XDS 8
revealing a C2 space group. Identification of selenium atom positions, refinement, phasing

and automatic model building were performed with PHENIX *. PHASER * was
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subsequently used to perform molecular replacement using the model generated by the SAD
experiment in order to phase a native data set (1.8 A, space group C2) collected at the ESRF
on beamline ID14-EH1. Cycles of manual building were performed using Coot ' coupled

with refinement cycles by REFMAC 5.5 *%.
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V.1 Discussion

Le systeme de sécrétion de type III est une machinerie trés complexe. L’étude des
interactions protéines-protéines est donc d’une importance capitale pour comprendre la
biogenese et le fonctionnement de ce facteur de virulence majeur pour P. aeruginosa. ExsB
est une lipoprotéine ancrée dans la membrane externe et pourrait stabiliser PscC, la sécrétine
du systeme. Nous avons montré pour la premicre fois que ExsB était exprimée au sein du
systeme de sécrétion chez Pseudomonas. Sa présence au sein de I’opéron de régulation est
cependant surprenante mais étant membranaire, sa contribution a la régulation génétique du
systéme ne semble pas envisageable. La structure de ExsB est formée de deux feuillets béta et
ne permet pas d’expliquer sa fonction de « pilotine ». L’identification d’'un complexe ExsB-
PscC pourrait enfin valider le réle de ExsB comme étant la pilotine du systéme. La structure
de ce complexe, point culminant de 1’étude, permettrait de comprendre comment ExsB
stabilise la sécrétine PscC. La forte homologie de séquence entre ExsB-PscC et YscW-YscC
ainsi qu’avec tout les homologues du systémes Ysc rend cette étude trés intéressante pour de

nombreux pathogenes.
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Au cours de mon programme de thése, j’ai participé a I’écriture de deux revues sur le
systéme de sécrétion de type III. L’une d’entre elles est basée sur la biogenése de la base du

systéme (revue I) et la deuxiéme décrit plus précisément le pore de translocation (revue II).

I  Biogenesis, regulation, and targeting of the Type III Secretion System

Résumé : Le systeme de sécrétion de type III est utilisé par de nombreux pathogeénes a Gram
négatif, pour injecter des toxines directement dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. La
biogenese de cette nano machine nécessite la coopération de plus d’une vingtaine de protéines
cytoplasmiques, périplasmiques et membranaires impliquées dans des processus de
polymérisation, d’interactions protéiques et de dénaturation partielle. Les ¢éléments de ce
complexe macromoléculaire ont été¢ caractérisés par microscopie électronique, résonnance
magnétique nucléaire et cristallographie aux rayons x, ce qui a permis de mieux comprendre
la régulation spatiotemporelle du systeme. Dans cette revue, nous décrivons les récentes
avancées structurales ainsi que 1’identification de ligands jouant le role d’inhibiteur pour le

systeme de sécrétion de type III.
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The type lll secretion system (T3SS) is employed by a number of Gram-negative bacterial pathogens to inject
toxins into eukaryotic cells. The biogenesis of this complex machinery requires the regulated interaction
between over 20 cytosolic, periplasmic, and membrane-imbedded proteins, many of which undergo
processes such as polymerization, partner recognition, and partial unfolding. Elements of this intricate
macromolecular system have been characterized through electron microscopy, crystallography, and NMR
techniques, allowing for an initial understanding of the spatiotemporal regulation of T3SS-related events.
Here, we report recent advances in the structural characterization of T3SS proteins from a number of
bacteria, and provide an overview of recently identified small molecule T3SS inhibitors that could potentially

be explored for novel antibacterial development.

Introduction

Type Il secretion systems (T3SSs) are widespread macromolec-
ular nanomachines that allow a number of human, plant, and
animal pathogens to inject toxins directly into the cytoplasm of
eukaryotic cells. Although toxin effects can be distinct, ranging
from establishment of symbiosis to pathogenic effects such as
cytoskeletal rearrangement, membrane disruption, and initiation
of apoptosis, the T3SS apparatus itself has been shown to
display notable similarities within different bacterial species
(Comnelis, 2006; Galan, 2009). T3SSs are composed of three
main “parts”: the basal body, a multi-ring system that spans
both bacterial membranes; a hollow needle-like structure
through which toxins have been proposed to travel in semi-
unfolded form (these two systems together are often globally
referred to as the “needle complex”); and the translocon,
a pore inserted into the target eukaryotic membrane formed by
two T3SS hydrophobic proteins that associate with the needle
through a hydrophilic “bridging” partner, the latter of which plays
an important role in immune system modulation (Blocker et al.,
2008; Gendrin et al., 2010; Mattei et al., 2011; Mueller et al.,
2008). The basal body itself is intimately associated with
a number of cytoplasmic and membrane proteins (the “export
apparatus”) (Figure 1), which renders the base secretion compe-
tent (Diepold et al., 2010; Wagner et al., 2010). Thus, the T3SS
assemblies involve over 20 different proteins (Marlovits and
Stebbins, 2010; Moraes et al., 2008; Mueller et al., 2008; Worrall
et al., 2011), and are genetically and structurally related to the
bacterial flagellum (Blocker et al., 2003). In addition many
proteins involved in T3SS biogenesis are produced in the bacte-
rial cytoplasm in complex with cognate chaperones, adding to
the arsenal of molecules whose expression, secretion, and/or
translocation must be under tight regulatory control. Notably,
despite the overall similarity of T3SSs among different bacterial
species, genes that code for individual components often do
not follow the same organizational profile within T3SS-encoding

operons, with the most notable distinctions being identified for
genes involved in the regulatory cascade and for the basal
body itself (Figure 2).

Studies of the individual steps involved in T3SS biogenesis, as
well as of the locations of different proteins within the assembled
systems and potential conformational changes required for
T3SS activation, have been hampered by a number of factors.
In addition to the sheer complexity of the system, the membra-
nous or fibrous character of a number of the proteins involved
in forming the T3SS and the relatively low resolutions of electron
microscopy maps used for protein localization have in the past
often led to conflicting results. However, recently, elegant
cryomicroscopy studies of purified needle complexes, crystal
structures of the soluble domains of proteins involved in basal
body formation or host cell interaction, and NMR and FTIR
analyses of needle proteins have greatly advanced our structural
knowledge of the T3SS. In addition high-resolution crystal struc-
tures of all classes of T3SS chaperones are now available, allow-
ing for more detailed study of the structural requirements for
partner stabilization in the bacterial cytoplasm. This review will
focus on the most recent advances in structural characterization
of many of these components and will explore how this know-
ledge can help in the development of novel antibacterial agents
targeting these multifaceted assemblies.

Detailed Features and Assembly of the Basal Body

Assembly of a secretion- and injection-competent T3SS occurs
in a stepwise fashion and involves three major steps: (1) forma-
tion of the basal body, including outer membrane and inner
membrane rings; (2) assembly of the needle substructure; and
(3) secretion and localization of translocon-forming proteins
onto the target cell membrane (Figure 1; see Movie S1 available
online). The basal body consists of two sets of rings of different
diameters, positioned within both the outer and inner bacterial
membranes (and, thus, will be referred to as OMR and IMR).

Structure 19, May 11, 2011 2 2011 Elsevier Ltd All rights reserved 603
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Figure 2. Organization of T3SS Operons in
Different Bacterial Species

Only operons containing transcriptional regula-
tors, basal body, and needle formation genes are
shown. Strains include Yersinia pestis CO29

P. aoruginosa
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(NC_003143), P. aeruginosa PAO1 (NC_002516),
S. flexneri 301 (NC_004851), Salmonella enterica
serovar Typhimurium LT2 (NC_003197), and
E. coli (enteropathogenic) 0127:H6 E2348/69
(NC_011601). Homologous genes are highlighted
in the same color.
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a single holo structure. Interestingly,

Diepold et al. (2010), by studying the
Yersinia Ysc system, also concluded that
such an assembly is required for forma-
tion of the needle complex, although in
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this case formation of the OMR (harboring
the secretin) precedes that of the IMR.
These findings suggest that despite their
overall structural similarity, T3SS from
different microorganisms can display

secretion through the T3SS. Thus, itis conceivable that this flex-
ibility allows for structural rearrangements previously observed in
the outer membrane (OM) region and that are essential for T35S
functionality (Marlovits et al., 2006; Spreter et al., 2009).

Secretin functionality within the OM requires key molecules,
such as pilotins and other lipoproteins, which participate in
membrane recognition, oligomerization, and stabilization of their
cognate secretin within the bilayer (Burghoutetal., 2004; Trindade
etal., 2008; Zenk et al., 2007). Pilotins are relatively small (15 kDa),
essential proteins that display a classic lipoprotein LxGC lipida-
tion motif at their N terminus. To date, the only available pilotin
structure is that of MxiM (Figure 3), which stabilizes MxiD, the
T3SS secretin fromShigella flexneri (Lan'g etal., 20005). MxiM folds
into a “cracked b-barrel” displaying a 8 A wide, 20 A deep central
groove that binds a negatively charged lipid. Recently, Okon et al.
(2008) solved the structure of MxiM in the presence of the
C-terminal peptide from the secretin MxiD, and showed that,
upon binding, this unstructured region folds into a tum-helix
motif that covers the hydrophobic cavity. This mechanism could
prevent the secretin from being prematurely inserted into the
OM (Okon et al., 2008). The same authors propose that despite
low sequence identities, pilotins from different species or secre-
tion systems could act in a similar fashion.

Assembly of the Inner Membrane Export Apparatus

Subsequentto assembly of the basal body, this structure mustbe
rendered competent for secretion (Kubori et al., 2000; Sukhan
etal., 2001). This function is accomplished by the “export appa-
ratus,” which involves a number of membrane proteins that are
conserved both at the genetic and structural level in a number
of bacterial species (Figures 1-3). In the Salmonella SPI-1
T3SS, the export apparatus is formed by InvA, SpaP, SpaQ,
SpaR, and SpaS. Recently, Wagner et al. (2010) showed that
membrane proteins from the Salmonella export apparatus form
a platform onto which the needle complex can assemble within

distinct biogenesis pathways.
A number of individual components of
the export apparatus have been the
object of structural studies, and the most recent, exciting work
has concentrated on membrane protein YscU (Yersinia) and
homologs Spad0 (S. flexneri), Spas (S. typhimurium), and EscU
(E. coli). These proteins possess four transmembrane helices
and along cytoplasmic C-terminal tail that undergoes autocleav-
age, which was suggested as being a mechanism employed by
the T3SS to switch from the secretion of early to late substrates.
The globular fold of these “molecular switches” consists of
a five-stranded mixed b sheet surrounded by four a helices;
a surface-located type Il b-tum harbors the NPTH cleavage motif
(Figure 3). Cleavage has been proposed to generate a conforma-
tional modification and a subsequent locally modified electro-
static surface that plays a key role in the interaction with other
components of the export apparatus. Mutations that block the
cleavage reaction render the system defective for secretion of
needle subunits (see below) and translocation of pore-forming
proteins, and highlight the potential importance of the conforma-
tional modification in specificity of secreted substrates (Deane
etal., 2008, 2010; Lountos et al., 2009; Sorg et al., 2007; Worrall
etal., 2011; Zarivach et al., 2008).

InvA from S. typhimurium is the largest protein of the export
apparatus for which structural data are available, but its role in
T3SS functionality remains largely unknown. It consists of
a highly conserved 35 kDa N-terminal region predicted to
contain seven transmembrane helices and a 40 kDa cytoplasmic
soluble domain, potentially located within the cytoplasm. The
structure of the latter domain reveals a compact globular fold
harboring four subdomains (SD1-SD4, Figure 3) (Lilic et al.,
2010; Worrall et al., 2010). Of note is the fact that the structure
of the first subdomain (SD1) is highly reminiscent of that of the
peripheral stalk of the archaeal AjA; ATPases. In light of the
fact that FIhA, the flagellar homolog of InvA, has been shown
to interact with the ATPase Flil (Minamino and Namba, 2008) it
is conceivable that SD1 could potentially interact with the
T3SS ATPase (Worrall et al.,, 2010). Strikingly, SD2 shares
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Figure 3. Structural Overview of the T3SS Base-Forming Proteins

Top left shows OMR-forming proteins: EscC (Protein Data Bank ID code 3GR5)and MxiM (1Y 9T). Top rightillustrates IMR-forming proteins: PrgH (3GR1)and EscJ
(1Y) 7). Bottom shows export apparatus: HrcQb (YscQ-homolog; 109Y); EscN (20BL); EscU (3BZL); YscU (2) LH); SpaS (3CO1); Spa40 (2VT1); and InvA (2X49).

a remarkable structural similarity with the folds of PrgH, YscJ,
GspD, and EscC. These molecules have all been proposed to
associate into rings, which leads to the tempting suggestion
that InvA (and its homologs) could itself potentially form ring-
like structures. However, this type of oligomeric association
has not been observed for InvA. Thus, the C-terminal domain
of InvA could function as a mediator of interactions with other
T3SS components or with the membrane itself (Lilic et al.,
2010; Worrall et al., 2010).

T3SSs harbor an essential ATPase (InvC/Spad7/YscN in
Salmonella, Shigella, and Yersinia spp, respectively) that is
among the best-conserved proteins of the export apparatus,
due to the fact that it displays high sequence homology among
different species and is closely related to the flagellar Flil
ATPase (Comelis, 2006). Although the structure of the ATPase
will not be discussed in the context of this review, itis of interest
that it has been implicated in chaperone/substrate recognition
and subsequent dissociation and unfolding of substrates, in
a process that utilizes ATP hydrolysis to energize effector secre-
tion but also depends on the proton motive force (Akeda and
Galan, 2005; Lorenz and Blittmer, 2009; Minamino and Namba,
2008; Zarivach et al., 2007). However, the precise mechanism
of this process remains to be determined, especially in light of
recent findings that report that the InvC ATPase is not necessary
for formation of the chaperone-sorting platform in Salmonella
spp (Lara-Tejero et al., 2011). Inhibition of ATPase activity by
a partner molecule has been reported in the Yersinia system,
where YscL (a homolog of flagellar FliH) interacts with YscN
whether the bacteriumis secreting effectors or not. This interac-
tion could be involved in tethering YscN to the export apparatus
itself (Blaylock et al., 2006).

Injectisome Biogenesis: Needle Formation

and Regulation

Once the OMR/IMR and the export apparatus are in place, the
T3SS needle is synthesized (Sukhan et al., 2001). The T3SS nee-

dle is formed by a single protein that is synthesized in the cyto-
plasm and polymerized only after secretion to the surface
(Kubori et al., 2000; Marlovits et al., 2004; Quinaud et al.,
2005). Polymerization is ensured by amino acids residing in the
C-terminal region of these highly helical proteins; in fact most
structures of needle proteins in monomeric forms are C-terminal
truncations (Deane et al., 2006; Wang et al., 2007; Zhang et al.,
2006). Thus, within the bacterial cytoplasm, the T3SS needle-
forming protein must be prevented from undergoing self-
assembly or it will be rapidly degraded (PI€ et al., 2010; Quinaud
et al., 2005). This task is accomplished by sequestering of the
C-terminal residues of T3SS needle proteins by their cognate
chaperones (see below).

Although the mechanism of cytoplasmic stabilization of the
needle protein seems to be well established, that of needle
polymerization has been a matter of fascinating controversy.
Overexpression of needle proteins generates fibers with lengths
>1 nM (Quinaud et al., 2005), potentially following a monodirec-
tional assembly pattem where protomers are added to the tip
(Poyraz et al., 2010). Cordes et al. (200§) docked the crystal
structure of S. flexneri MxiH onto a 17 A electron microscopy
reconstruction of the purified needles, suggesting that poly-
merization occurs through head-to-tail association of MxiH
monomer. However, recently, Poyraz et al. (2010) recorded
time-dependent Fourier transform infrared (FTIR) spectra of
Salmonella Prgl and identified a backbone a helix-to-b strand
conversion that involves approximately 20% of the residues
and occurs concomitantly with needle polymerization. Analysis
of the polymerized Prgl structure by solid-state NMR revealed
that these conformational changes occur within the highly
conserved 18 C-terminal residues of Prgl, which suggests that
such a fiber-formation mechanism could be common to different
species (Poyraz et al., 2010). The commonality of the T3SS fiber-
formation mechanism could be an interesting and tractable
Achilles’ heel that could be exploited toward the development
of novel antibacterials and/or vaccines (see below).
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region of the TPR fold always occupied, independently of which
partneris bound (] ob et al., 2010; Lokareddy et al., 2010; Lunelli
et al., 2009). This interaction region is essential for T3SS func-
tionality because mutations that affect the hydrophobic contacts
abrogate secretion and, consequently, cytotoxicity of a clinical
Pseudomonas strain (] ob et al., 2010).

In Pseudomonas and Yersinia, needle proteins PscF and YscF
are found in the bacterial cytoplasm associated with a complex
between a class Il chaperone (PscG and YscG) and a partner
protein (PscE and YscE) (Quinaud et al., 2007; Sun et al.,
2008). The structure of the PscE-PscF>>85-PscG complex
from P. aeruginosa, which includes the full C-terminal region of
PscF but lacks the N-terminal helical hairpin observed in other
monomeric needle protein structures (Deane et al., 2006;
Wang et al., 2007), reveals that the C terminus of PscF folds
into an amphipathic a helix that is stabilized by the concave
region of PscG’s TPR (Figure 5A). Notably, PscF does not
interact with PscE, whose role seems to be the stabilization of
PscG; this is also observed in the YscE/YscF/YscG complex
from Yersinia (Quinaud et al., 2007; Sun et al., 2008). Mutations

Structure

Figure 5. TPR Folds Recognize Helical and

Stretched Peptides

(A) A prototypical class Ill chaperone, PscG (light
blue), is shown in complex with PscE (light brown)
and the C-terminal region of PscF (red). The inter-
action between PscF and PscG is mediated by an
amphipathic helix located within the concave
region of the PscG TPR fold (Quinaud et al., 2007);
hydrophobic residues are shown in green, hydro-
philic in yellow.

(B) PcrH, a class Il chaperone, in complex with
a peptide from PopD (yellow), which also occupies
the concave region of the TPR fold of PcrH but in
outstretched form (| ob et al., 2010).

(C) Eukaryotic TPR-containing HOP in complex
with a peptide from Hsp90; here, the concave
region of the TPR is also recognized by an out-
stretched peptide (Scheufler et al., 2000). Hsp90
interacts with HOP in an elongated fashion, highly
similar to PcrH:PopD. Structures on the right
are rotated axially by 90 in relation to the ones on
the left.

within the PscF-PscG interaction region
abrogate PscF secretion and, thus,
starkly diminish the cytotoxicity potential
of Pseudomonas (Pl€ et al., 2010). It is of
note that BLAST analyses of the three
proteins involved in the terary complex
described above reveal a limited number
of “clear hits.” Needle proteins with con-
siderable sequence identity (especially in
the C-terminal helix) could be identified
in species including Vibrio parahae-
molyticus, Photorhabdus Iluminescens,
S. flexneri, and Aeromonas hydrophila
(Quinaud et al., 2007; Tan et al., 2009),
although PscE and PscG homologs could
not be identified in Shigella. This could
potentially suggest slight modifications
in the needle regulation mechanisms in
the latter organism.

Although both class Il and class Ill chaperones display TPR
folds, their bound substrates display distinct secondary struc-
ture profiles. PscG/YscG recognize the fiber-forming C termini
of PscF/YscF that form stable amphipathic helices, with the
hydrophobic helical half facing the interior of the TPR’s concave
region and the polar half facing the solvent (Quinaud et al., 2007;
Sun et al., 2008) (Figure 5A). However, class Il chaperones
recognize outstretched peptides (Figure 5B) () ob et al., 2010;
Lunelli et al., 2009). It is precisely the latter form of recognition
that emulates the binding mode of eukaryotic TPR-carrying
molecules to their targets, as seen for example in the complex
between adaptor protein HOP (Hsp-organizing protein) and the
outstretched C terminus of Hsp90 (Figure 5C) (Cortajarena
et al,, 2010; Kajander et al., 2009; Scheufler et al., 2000).
Because eukaryotic TPRs have been the targets for the develop-
ment of small molecule inhibitors, this common mode of binding
suggests that lessons derived from studies in blocking protein-
protein interactions in eukaryotic TPR systems could be adapted
to TPRs that play key roles in bacterial infection, as is the case of
the T3SS (see below).
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The gallery of T3SS chaperone structures shown in Figure 4,
which clearly reveals only two main general folds, brings up yet
another interesting point. Class Il and class Ill chaperones bind
early secretion substrates, such as needle proteins and translo-
cators, whose timely polymerization or oligomerization is neces-
sary for formation of the T3SS itself—these fold into all-helical
TPRs. Class | chaperones, which stabilize late substrates (effec-
tors and toxins that are secreted/injected only after the T3SS
structure is fully formed) are mixed a/b structures. This observa-
tion suggests that the structure of the chaperone itself may
contain an “early substrate”/"late substrate” signal (| ob et al.,
2010) and plays a key role in the temporal secretion order of
T3SS substrates (Birtalan et al., 2002). The recent report that
chaperones are recognized by a secretion-sorting platform
located at the base of the T3SS (Lara-Tejero et al., 2011) is an
additional indication of the complexity of the role played by
chaperones in the T3SS regulation mechanism.

Small Molecule Inhibitors as Virulence Blockers
In the face of the growing problem of antimicrobial resistance,
identified for almost every class of antibiotic that is presently on
the market, the search for new drug development targets has
been a strategy of choice for a number of laboratories. Traditional
antibiotics target cell wall biosynthesis, protein synthesis, DNA
replication, and RNA transcription, and due to the essential nature
of these processes for bacterial growth and survival, ligands that
block them impose selective pressure that leads to the eventual
development of resistance. Naturally, an altemative strategy
would be to target processes that are not absolutely required
for bacterial survival, such as the T3SS, but whose inhibition
would stymie infectivity or disrupt the interaction between path-
ogen and host. This approach could potentially decrease the
selective pressure for development of resistance, allowing the
bacterium to be cleared by the immune system with limited
impact on the host (Clatworthy et al., 2007; Keyser et al., 2008).
Most of the molecules identified as being inhibitors of the T3SS
have been done so by chemical screening, which have identified
compounds that broadly inhibit a large number of T3SS-carrying
pathogens. However, up until now, few laboratories have charac-
terized the precise macromolecular target of the inhibitors identi-
fied; notable exceptions are benzimidazoles, which have been
shown to inhibit the transcription factors LcrF of Y. pseudotuber-
culosis (Garrity-Ryan et al., 2010) and ExsA from P. aeruginosa
(Grier et al., 2010) (Figure 6A). Notably, structurally unrelated
molecules (such as salicylidene acylhydrazides and thiazolidi-
nones, Figures 6B and 6C) have been reported to affect needle
complex formation or assembly in distinct systems, and to block
secretion without affecting cell viability of both extracellular and
intracellular pathogens, including Yersinia, Shigella, Chlamydia,
and Salmonella spp (Aiello et al., 2010; Muschiol et al., 2006;
Negrea et al., 2007; Nordfelth et al., 2005; Veenendaal et al.,
2009; Wolf et al., 2006). Shigella cells treated with salicylidene
acylhydrazides revealed defects in needle assembly that resem-
bled those of mutants with modifications in the T3SS export
apparatus (Veenendaal et al., 2009), whereas S. typhimurium
cells grown in the presence of a thiazolidinone displayed
a decreased amount in needle complex proteins (Felise et al.,
2008). Interestingly, the latter molecule also had an effect on
the T3SS of Yersinia, the T2S system of Pseudomonas, and the

T4P secretion system of Francisella spp, leading the authors to
suggest that its main macromolecular target could be the
secretin, a common OM element (Felise et al., 2008). Thiazolidi-
nones have also been reported as inhibiting systems not related
to bacterial infection, which suggests that they could represent
multifaceted therapeutic agents (Dayam et al., 2006).

Sulfonyl amino benzanilides (Figure 6D) and salicylidene ani-
lides (Figure 6E) have been shown to affect expression of
T3SS-related genes in enteropathogenic E. coli and block
different pathways leading to secretion of effectors in Yersinia
spp (Gauthier et al., 2005; Kauppi et al., 2003). In addition, cami-
noside A, a glycolipid isolated from a marine sponge (Figure 6F),
was shown to inhibit secretion by enteropathogenic E. coli
(Linington et al., 2002). However, further development of these
initial hits into novel potential antibiotics will require the charac-
terization of their macromolecular targets and considerable
structural efforts leading to small molecule improvement.

An altemative strategy to cell-based screening for inhibitor
identification involves the exploration of possible ligand recogni-
tion sites on the high-resolution structure of a potential target.
The essential nature of T3SS chaperones for infectivity, the avail-
ability of a number of such structures from different pathogens,
and the identification of TPR chaperone-effector interactions
that are essential for maintenance of pathogenesis (Bréms
et al., 2006; ) ob et al., 2010; Lunelli et al., 2009; Quinaud et al.,
2007) suggest that obstruction of such protein-protein interac-
tions could represent a yet unexplored approach toward T3SS
inhibitor development. Within eukaryotic systems, an example
of the success of this strategy involves Hsp90, a ubiquitous
chaperone that aids in the folding process of a number of onco-
genic proteins and recognizes TPR modules. The Hsp90-TPR
interaction is of interest for the development of novel antineopla-
sia treatments, and molecules that specifically inhibit the interac-
tion between Hsp90 and the TPR domain of its partner molecule
HOP have been identified and shown to be effective in vivo
(Yi and Regan, 2008). As discussed above, a number of patho-
gens carry T3SS class Il chaperones that bind a section of their
cognate substrates as outstretched peptides in a strikingly
similar fashion to the HOP-Hsp90 complex (Scheufler et al.,
2000). This observation suggests that the concave region of
bacterial TPRs could also be targeted by small molecule inhibi-
tors, as is the case for Hsp90-HOP. Initial evidence confirming
this hypothesis is available in the authors’ laboratory; proof
that such molecules could have an effect in vivo will require
further experimentation.

Conclusions

Despite the extraordinary effort made by a number of laborato-
ries in the past few years to structurally and functionally charac-
terize the T3SS, several questions still remain unanswered. One
major point of interest is the nature of the signal that cues the
bacterium into initiating the secretion of T3SS components
upon recognition that a target cell is to be attacked. Another
area where to date little progress has been made is the structural
characterization of the translocon, and the mode of its associa-
tion with the T3SS needle. Two of the translocon components
have been shown to fold as molten globules, even in the pres-
ence of their cognate chaperones; subsequent to recognition
of the target lipid interface, they become membrane imbedded
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Figure 6. Representative Structures of Small Molecules that Inhibit the T3SS
The right side of the figure describes inhibition effects observed mostly through the employment of cellular-based assays.

and oligomerize. The complexity of these events could require
the employment of novel methodologies for their structural char-
acterization, including preparation of samples in lipid nanodiscs
(Katayama et al., 2010), meso (lipidic cubic phases) crystalliza-
tion () ohansson et al., 2009), or a combination of cryo-electron
tomography and 3D image averaging (Bartesaghi and Subrama-
niam, 2009). In addition, given the interest in exploring the T3SS
as a target for antimicrobial development, it seems likely that the
system will continue to be the object of significant structural and
functional efforts.
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II' Membrane targeting and pore formation by the Type III Secretion

System Translocon

Résumé : Le Syteme de Sécrétion de Type III est un complexe macromoléculaire utilisé par
de nombreux pathogenes pour initier le mécanisme d’infection. Les toxines sont synthétisées
au sein du cytoplasme bactérien et transitent par le systeéme de sécrétion de type III traversant
les deux membranes bactériennes pour étre injectées directement dans le cytoplasme de la
cellule-cible eucaryote. Un élément essentiel au fonctionnement du T3SS est le « translocon »
qui constitue un pore enchassé dans la membrane eucaryote. Ce translocon est formé par trois
partenaires protéiques ; Deux protéines sont hydrophobes, la troisiéme est hydrophile et
permet [’association avec [’aiguille. Dans cette revue, nous décrivons les aspects
biochimiques et structuraux des protéines impliquées dans la formation du pore de
translocation ainsi que leur participation dans la modification des processus cellulaires

eucaryotes au cours de I’infection.

Contribution: Ma contribution a cette revue est principalement la rédaction de la section

traitant de I’ATPase du systéme. J’ai aussi participé a la réalisation des figures.

174



Autres publications

£FEBS

Journal
REVIEW ARTICLE

Membrane targeting and pore formation by the type Il
secretion system translocon

Pierre-] ean Mattei?, Eric Faudry?, Viviana ] ob?, Thierry 1zoré?, Ina Attree? and Andréa Dessen*

1 Bacterial Pathogenesis Group, Institut de Biologie Structurale, UMR 5075 (CNRS/CEA/UJ F), Grenoble, France
2 Bacterial Pathogenesis and Cellular Responses Team, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Université | oseph Fourier

(UJ F), LBBSI, iRTSV, CEA, Grenoble, France

Keywords
bacterial infection; injection; membrane;
pore formation; secretion; toxin

Correspondence

A. Dessen, Bacterial Pathogenesis Group,
Institut de Biologie Structurale, UMR 5075
(CNRS/CEA/UJ F), 41 rue ] ules Horowitz,
38027 Grenoble, France

Fax: 433 4 38 78 54 94

Tel: +33 4 38 78 95 90

E-mail: andrea.dessen@ibs.fr

(Received 21 September 2010, revised 4
November 2010, accepted 26 November
2010)

The type |1l secretion system (T3SS) is a complex macromolecular machin-
ey employed by a number of Gram-negative species to initiate infection.
Toxins secreted through the system are synthesized in the bacterial cyto-
plasm and utilize the T3SS to pass through both bacterial membranes and
the periplasm, thus being introduced directly into the eukaryotic cytoplasm.
A key dement of the T3SS of all bacterial pathogens is the translocon,
which comprises a pore that is inserted into the membrane of the target
cdl, allowing toxin injection. Three macromolecular partners associate to
form the translocon: two are hydrophobic and one is hydrophilic, and the
latter also associates with the T3SS needle In this review, we discuss recent
advances on the biochemical and structural characterization of the proteins
involved in translocon formation, as wel as ther participation in the modi-
fication of intracdlular signalling pathways upon infection. M odds of tran-
slocon assembly and regulation are also discussed.

doi:10.1111/j.1742-4658.2010.07974.x

Introduction

Type Il secretion systems (T 3SS) are complex macro-
molecular machineries employed by a number of bac-
teria to inject toxins and effectors directly into the
cytoplasm of eukaryotic cdls. Pathogens carrying this
system, which include Pseudomonas, Y ersinia, Salmo-
ndla and Shigdla spp., as wdl as dinical Escherichia
coli isolates, can translocate between four and 20 effec-
tors with dramatic effects on the target cdl, leading,
for example, to cytoskdeton rearrangement, membrane
disruption or the initiation of apoptosis [1-3].

T3SS are composed of at least twenty distinct pro-
teins that assemble into three major parts. The basal
body of the system, composed of two main ring-like
structures, spans both the inner and outer bacterial

Abbreviations

membranes (Fig. 1) [4-7]. This multi-protein structure
is associated with an ATPase which itsdf is mem-
brane-associated and faces the bacterial cytoplasm,
and is suggested to be involved in facilitating the entry
of export substrates into the secretion system [8-10].
The basal body of the T3SS is also associated with a
proteinaceous needle that extends outwards from the
bacterial surface and is assumed to act as a conduit
for effector secretion [6,11-13], although direct evi-
dence for this concept is lacking. Because the internal
diameter of the needle is rdativdy small (2.0-2.5 nm),
effectors probably trave in unfolded/semi-unfolded
states [11]. Synthesis and assembly of the T3SS itsdf
are induced once the bacterium is physically associated

EHEC, enterohaemorrhagic; EPEC, enteropathogenic; IFN, interferon; SPI, Salmonella pathogenicity island; T3SS, type Ill secretion system;

TM, transmembrane; TPR, tetratricopeptide.
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Fig. 1. Schematic diagram illustrating needle and translocon formation, as well as toxin secretion steps, in the T3SS of P. aeruginosa (a rep-
resentative of the Ysc T3SS family). (A) Upon formation of the base rings (green), PscF is released from its chaperones (PscG and PscE) and
polymerizes to form the T3SS needle. (B) The V antigen PcrV is released from its cytoplasmic partner (PscG) and forms the cap of the PscF
needle. (C) Translocator proteins PopB and PopD release PcrH. (D) Upon formation of the Pop translocon on the eukaryotic membrane, tox-
ins produced in the bacterial cytoplasm release their cognate chaperones and are injected through the translocon pore and into the target

cytoplasm. IM, inner membrane; MO, outer membrane.

with an eukaryotic host cdl membrane, although the
nature of the cdlular signal required and the mecha-
nism of its transduction are still a matter of debate
[14,15].

The third, major part of the T3SS is the ‘translo-
con’, which is generally composed of three proteins
that are exported through the neadle upon cdl contact
and form a pore on the surface of the eukaryotic cdl
that allows toxin entry into the target cytoplasm. Two
T3SS loci-encoded membrane proteins (the hydropho-
bic translocators) and one hydrophilic partner (also
called the V antigen in Pseudomonas aeruginosa and
Yersinia spp.; Figs 1 and 2) comprise the translocon,
and are essential for its formation in all systems stud-
ied to date Genes that code for translocon members
are encoded within the same operon, which also har-
bours dements that encode chaperones for both the
V antigen and the hydrophobic translocators (i.e. all
molecules required to form the translocon in the wdl-
studied Yersinia system, for example are encoded
within the lcrGVHyopBD genetic dement).

Translocon components are dispensable for secretion
but are essential for the injection of type 111 effectors
into the target cytoplasm and therefore are considered
to be the first substrates secreted by the T3SS needle
upon cdl contact. In the absence of external secretion
stimuli, all three translocon components remain

associated with ther respective chaperones (Fig. 1) and
are stored in the cytoplasm. However, upon cdl
contact, the entire cytoplasmic pool of translocator
proteins is rdeased rapidly and concurrently, and
effectors are translocated in an ordered manner
[16,17]. Translocon proteins presumably trave through
the interior of the neadle and, once having reached the
outmost extremity of the conduit, all three components
are assumed to associate to form the translocation
pore. The precise order of passage of the individual
translocator proteins to the outside of the system is
unknown (for darity, the hydrophilic partner is
depicted in Fig. 1 as being the first molecule to be
localized). Within the tripartite organization of the
translocon, the hydrophilic translocator is the only
component that is neither directly, nor indirectly asso-
ciated with the target membrane rather, it assembles
into a distinct structure at the tip of the T3SS neadle,
and potentially plays the role of assembly platform for
the two hydrophobic components [18-23]. The two
others, which carry predicted hydrophobic domains,
have been shown to be directly associated with target
membranes and to exist both in oligomeric and mono-
meric forms [24-26]. In all systems studied to date, the
largest of the hydrophobic translocators displays two
predicted transmembrane (TM) regions (henceforth
termed the major translocator; i.e YopB in Yersinia
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stabilize the building blocks of the T3SS needle [32,33],
suggesting that TPR folds could be specific for chaper-
ones of ‘early’ T3SS substrates, such as translocon and
neadleforming subunits, wheteas other chaperone
folds are employed for effector molecules [30,34]. TPR
folds resemble a ‘cupped hand’, in which target pro-
teins can be recognized ether within the ‘palm’ region,
the back of the hand, or both [32]. Notably, TPR
chaperones that recognize translocon hydrophobic
components have been shown to bind to the N-termi-
nal sequences of both major and minor translocator
proteins within the ‘palm’ regions, revealing that one
single chaperone cannot recognize both translocators
concomitantly [30]. It is of note that T3SS transloca-
tors display molten globule characteristics both in the
presence and absence of ther respective chaperones
[35,36], which is to be expected for proteins that must
modify their conformations to accomplish a number of
steps essential for their functionality during T3SS toxin
injection. These steps include detachment from their
chaperone, partial unfolding to allow transport
through a thin conduit and, finally, oligomerization in
the presence of lipids (see below). This suggests that
translocator molecules could be partially ‘wrapped’
around their cognate chaperones.

Effector/translocator-bound chaperones have also
been proposed to interact with the membrane-associ-
ated ATPase located at the base of the T3SS (shown
in orange in Fig. 1). The T3SS ATPase is similar to
the F1 ATPases [37] and associates into a hexameric
ring, thus being highly reminiscent of the flagdlar AT-
Pase Flil [38,39]. The chaperone-ATPase interaction is
suggested to be crucial for complex dissociation and
substrate unfolding in preparation for transport
through the neadle [8]. In addition, the detection of
complexes between T3SS ATPases and partner mole-
cules, although challenging as a result of the potential
transient nature of the interactions, has been reported
for neadle proteins [40] and a multi-cargo chaperone
[41]. Interestingly, in Salmondla, a small cytoplasmic
proten of the SPI-2 locus (SsaE) was shown to
interact both with translocator protein SseB as wel as
with the T3SS ATPase, SsaN [42]. These findings sug-
gest that there is a complex interplay of interactions
between hydrophobic translocators, their cognate
chaperones and the cytosol/membrane inteface of
the T3SS even before thar passage through the T3SS
needle

The major hydrophobic translocator

M ajor hydrophobic translocators of Shigdla (IpaB),
Salmondla (SipB), P. aeruginosa (PopB), Yersinia

Membrane targeting and pore formation by the T3SS

(YopB) and pathogenic Escherichia spp. (EspD) all
carry two predicted TM regions, and are predicted to
have a N-terminal coiled-coil region and, occasionally,
a C-terminal amphipathic hdix (Fig. 2). It is within
the two TM regions and the intervening loop that
major translocators display the highest levd of
sequence identity (Figs2 and 3), demonstrating the
functional importance of these regions in membrane
association, pore formation and translocation [24,
43-46]. Notably, purified Shigdla IpaB remains inti-
matdy associated with modd membranes, being resis-
tant to extraction with agents that solubilize
superficially-associated proteins. In addition, limited
proteolysis experiments of membrane-imbedded |paB
confirm that lipids protect the two TM regions, as well
as the intervening sequence from trypsinization [44].
I nterestingly, both Shigdla IpaB and Salmondla SipB
were shown to form SDS-resistant trimers through
interactions that are formed within their N-terminal
domains [44], although the bilayer-inserted form of
SipB was shown to be hexameric [47].

Intimate association of the major hydrophobic
translocator with target membranes was also shown by
contact haemolysis experiments performed with Shi-
gdla, P. aeruginosa and EPEC, which revealed success-
ful membrane insertion of IpaB, PopB and EspD,
respectivey, upon T3SS induction [19,44,48]. It is of
note that PopB on its own associates rapidly with arti-
ficial membranes and promotes the efficient rdease of
small fluorescent molecules from liposomes [49]. How-
ever, infectious Pseudomonas strains in which PopD is
absent can still insert PopB into host membranes but
the strain remains unable to translocate toxins [19],
suggesting that the major hydrophobic translocator
requires a minor translocator for functional translocon
formation.

In some cases, major translocator proteins can show
functional equivalency: DyopB Yersinia strains can
be complemented by plasmids expressing the
pcrGVHpopBD operon, whereas the opposite is also
true for DpopB Pseudomonas strains complemented
with plasmids expressing IcrGVHyopBD. Interestingly,
complementation only occurs if the entire operon is
expressed (and not just the single translocator), sug-
gesting that other partner translocon molecules must
also be present [50]. Conversdy, IpaB is not able to
complement ether Yersinia or Pseudomonas mutant
strain, suggesting that the bulkier Shigdla protein
lacks regions that are conserved in Y opB and PopB.
Notably, Shigdla ipaB mutants can be complemented
by a plasmid carrying Salmondla sipB, indicating that,
with respect to the hydrophobic translocators of
the Inv-Mxi-Spa system [51], proteins that display
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edasive smuence smilarities (Fig 4) also show
comparable functional characteristics,

R ecently, it was shown that the edreme C-taminus
of IpaB binds to the T3SS needle serving & a
‘tridge’  bawemn the akaryotic marirane and the
Shigdla sacretion system 1paB is required for regulat-
ing secretion, and may play the role of host cdll sen-
sor. It was proposed that the needie tip, which in
prnciple contacts all three trandocon componats,
edss in ‘on’ and ‘off' states [52), thus suggesting that
all proténs involved in the initial contact with the
target cddl may considerably modify thar conforme-
tions or oligomerization states during the secretion
process. This proposal is also supported by the sug-
gestion that pH sensing by Salmondla involves modi-
fications in the assembly of the translocon, which
affect the pH gradient within the neadle, sending sig-
nals to the base of the T3SS structure [53]. In addi-
tion, Shen etal. [54] identified that distinct IpaB
regions (residues 227-236 and 297-306) are required
for secretion regulation. Further clarifications of this
complex process will thus require the structural

Fig. 4. Sequence dignments of magor trans-
locator proteins that display the highest
level of sequence simlarty, Identical resi-
dues e shown in red. Rescues n green
and biue display Strong and wesk simlarty,
respectively. The two predcted TM negions
e indicated In Hoxes.

characterization of the trandlocon, potentially in dif-
farent gates of activation.

The minor hydrophobic translocator

This dass of protans has been studied more edten-
swdy, potentially because they carry a single predicted
TM regon (Fig 2) and are thus more biochemically
tractable. Minor trandocators are wdl consarved
amongst different bacterial spedes, displaying a con-
sderable levd of sequence identity levds (l.e 38% for
Psaudormonas PopD and Yersnia YopD; 29% for Shi-
gdla IpaC and Salmondla SipC). Indeed, sections of
IpaC and SipC (as wdl as Y opD and PopD) are inter-
changeable without affecting secretion [55,56]; in the
latter case however, the proteins can be exchanged
only if the cognate chaperone and translocator part-
ners are present [50]. As is the case for the major
translocator, minor translocators have also been shown
to oligomerize, and this event is essential not only for
pore formation, but also for events that take place
within the eukaryotic cytoplasm [26,57,58]. The two
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translocators show dear differences in terms of mem-
brane association, which is evident from the fact that
PopD is less able to rdease fluorescent dyes from lipo-
somes than PopB (although it readily binds to artificial
membranes) [49], whereas a PcrV knockout mutant
can successfully insert PopB but not PopD into red
blood cdl membranes [19]. In addition, in Shigdla,
IpaC is required for pore formation but not for mem-
brane insertion of |paB, suggesting that IpaB may be
the first proten to be insarted in the bilayer, but with-
out I paC the pore cannot be functional [24].

So far, very limited structural data is available for
any of the translocator molecules. 1t has been shown
that EspB, 1paC and PopD all possess partly disor-
dered structures, which could potentially be a require-
ment for chaperone rdease secretion and the
formation of more complex structures upon attaining
the eukaryotic membrane [35,36,59]. Interestingly,
Costa et al. [60] identified that the C-terminal, coiled
coil amphipathic domain of Y opD, whose structure
was solved by NMR by Tengd et al. [61], is essential
for interacting with LcrV and forming oligomers but
does not play a rolein Y opB recognition. These obser-
vations all point to the multifunctional aspect of the
structures of the translocator proteins, which, in addi-
tion to recognizing chaperones and hydrophobic part-
ners, must also interact with the T3SS needle to permit
toxin translocation.

Minor translocators have been shown, in many
pathogens, to play important roles in the cytoskdetal
rearrangement processes that occur upon T3SS induc-
tion. Salmondla SipC carries two functions: participa-
tion in the formation of the membrane-inserted pore
and acting as an actin nudeation initiator by promot-
ing its own multimerization [57]. In addition, SipC has
been shown to recruit the Exo70 exocyst component,
thus facilitating fusion of exocytic vesicles with the
plasma membrane and increasing Salmondla invasion
efficiency [62]. It is of note that both IpaC and SipC
are essential for Shigdla and Salnondla uptake by
macrophages in the early steps of invasion, and have
the ability to induce membrane extensions (filopodia
and lamdlipodia) on macrophages [55,63]. Specifically,
IpaC was shown to recruit and activate Src tyrosine
kinase, which is required for actin polymerization, at
specific sites of bacterial entry, in a process where its
63 carboxy-terminal residues play a key role [64].
Interestingly, EspB was shown to be essential for the
devdopment of attaching and effacing (A/E) lesions
by EHEC by recruiting a-catenin, a cytoskdetal pro-
tein that recognizes actin, to the site of bacterial con-
tact [65,66]. In addition, it is also involved in the
inhibition of myosin function, leading to microvillus

Membrane targeting and pore formation by the T3SS

effacement [67]. Although the precise sequence of
events that leads to secretion of translocators is not
wdl understood, it is of note that IpaC has been
shown to localize to the bacterial pole regions upon
T3SS induction in Shigdla. This event may be of
importance to locally target all T3SS effectors and &fi-
ciently affect cytoskdetal rearrangement processes [63].

Association between hydrophobic
translocators and pore formation

Formation of the translocon potentially requires a
direct association between the two hydrophobic trans-
locators. This possibility has been investigated by
assays ranging from pull-downs to genetic knockouts
and microbiological tests. In E. coli, purified forms of
EspB can recognize EspD found in bacterial lysates
[69], whereas Y ersinia pseudotuberculosis Y opD recog-
nizes both YopB and the V antigen (LcrV) in pull-
down assays [61].

However, the structural characteristics of the mem-
brane-inserted pore have remained dusive Nevethe
less, dye release studies have revealed that the pores
formed by Y opB/Y opD and PopB/PopD have similar
internal diameters, in the range 1.2-3.5 nm [70,71].
In addition, negative staining dectron microscopy
images of the PopB or PopD-associated liposomes
structures have suggested an internal diameter of
approximatdy 25 A, with an external measurement of
80 A [26], atomic force microscopy studies on pores
formed by EPEC indicate an approximate internal
diameter of 2.0nm [69], whereas the |paB/IpaC
Shigdla pore has an inner radius of 26 = 0.4 A [24].
These measurements are in agreement with the internal
diameter of the T3SS neadle [72], which would
facilitate toxin translocation into the host cytoplasm.
However, the exact stoichiometry of the pore remains
a matter of controversy. Ide et al. [69] suggested that
the membrane-inserted structure is composed of six to
eght subunits, which is in agreement with the studies
on SipB from the Salmondla system [47], although the
precise determination of pore stoichiometry in other
species still awaits further study.

The hydrophilic translocator: the
V antigen

The third component of the translocation apparatus is
a hydrophilic protein: PcrV in P. aeruginosa, LcaV in
Y ersinia spp, IpaD in Shigdla and SipD in Salnmondla
spp (Fig. 2). The LaV proten of Yersinia pestis was
discovered more than 50 years ago as a soluble protec-
tive antigen, and was thus termed the ‘V antigen’ [73].
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Indead, immunization with LcrV or PcrV dicits the
production of antibodies that protect against Y ersinia
or Pseudononas infections in animal modds [74-76],
and LcrV was induded in the formulation of a vaccine
against plague [77,78]. Although less studied, antibod-
ies directed toward IpaD were also shown to partially
protect eythrocytes and Hela cdls against Shi-
gdla flexneri infection [79,80]. Notably, in EPEC and
EHEC, the EspA protein could play a similar role in
translocon assembly, although it displays no sequence
similarity and is structurally distinct from V antigens
from Y ersinia and P seudomonas, forming a filamentous
substructure at the extremity of the E. coli injectisome
needle [81,82].

The hydrophilic translocators are multifunctional
macromolecules that play roles in different processes
such as regulation of secretion, host process hijacking
and toxin translocation; this latter function appears to
be the only one that is common to all bacteria. In Yer-
sinia, the increased synthesis of LcrV triggered by the
activation of the system leads to the titration of LcrG,
which binds LcaV in a 1:1 complex. In turn, this
results in a rdease of the secretion blockade mediated
by LcG [83,84]. Although PcrV from P. aeruginosa
binds both to PcrG and LcrG, its participation in the
regulation of secretion is still a matter of controversy
[20,85-87]. In addition, LcrV directly affects the host
innate immunity and inflammatory response, which is
not the case for its counterparts in other bacteria. Its
interaction with macrophages induces a decrease in the
production of the pro-inflammatory cytokines tumour
necrosis factor-a and interferon (IFN)-c and an over-
production of interleukin-10, and it has also been
shown to bind to soluble IFN-c in a 1: 1 complex in
a manne that is independent of the IFN-c receptor
[88-91]; most notably, the N-terminal region of LcrV,
which has been reported to recognize both TLR2 and
CD14 receptors [90]. Furthermore, LcrV also inhibits
the chemotactic migration of polymorphoneutrophiles
[92]. Despite sharing significant amino acid conserva-
tion with LcrV, PcrV from P. aeruginosa does not dis-
play similar activities toward the host immune defence
system [93]. This particular difference in function could
be linked to an additional amino acid stretch present
in LcrV (amino acids 41-59 in LcrV) [90] and may be
related to the differences in virulent behaviours of the
two pathogens.

The role of hydrophilic translocators in toxin trans-
location is dosdy linked to ther localization during
infection. IpaD and LcrV were shown to be present at
the bacterial surface even before contact with the host
cdl [94-96]. In addition, the presence of LcrV and
IpaD forming a higher ordered structure at the tip of

P.. Mattei et al.

the secretion neadle was degantly documented by
eectron microscopy [21,79,80]. In Shigdla, under con-
ditions that favour infection, the hydrophobic translo-
cators associate with IpaD at the needle tip and may
sense host cdl contact and subsequently transmit this
information to the bacterial cytoplasm via the neadle
itsdf [15,23,52,97,98]. On the basis of the crystal struc-
tures of the soluble LcrV and IpaD molecules, which
display dumbbdl-like folds [23,99], the hydrophilic
translocator was moddled as a pentamer on top of the
secretion neadle [13,23,99]. Indead, in vitro, PcrV and
LcrV are able to associate into multimers and to form
hollow ring-like structures, with dimensions that are
similar to those observed for PopB and PopD
membrane-associated rings [26,100].

The critical function of the hydrophilic translocator
resides in its participation in toxin translocation.
Knockout mutants prevent the injection of effectors
into the host cdl without affecting their secretion
[24,95,101-103]. However, although not required for
pore formation invitro [49,59,104] the hydrophilic
translocator is essential for the proper insertion of its
hydrophobic counterparts into the host cdl membrane
[18,19,22,105]. This is in agreament with findings sug-
gesting that, despite LcrV and PcrV being fairly inter-
changeable, they display a significant specificity toward
their respective hydrophobic translocators [50,102].
Finally, in agreement with the phenotypes associated
with gene ddetions, antibodies directed towards PcrV
and LaV hamper the insertion of the translocation
pore into membranes as wdl as its functionality [105].
Thus, its position at the tip of the secretion needle and
its importance in the formation of the translocon
strongly suggests that the hydrophilic translocator
could be considered as an assembly platform for the
translocation pore [106].

These collective observations thus allow the proposi-
tion of two distinct modds of translocon assembly.
In the first modd, both hydrophobic translocators exist
in oligomeric form, with the major partner inserted
stably into the membrane, whereas the minor proten is
the link with the V antigen. In this modd, which is in
agreement with the biochemical results obtained for
translocator proteins for most species studied to date
the minor translocator is only superficially attached to
the membrane. The second, less likdy modd, involves a
heterooligomer of both hydrophobic translocators,
which themsdves contact theV antigen. Although most
evidence points to the first, ‘threetiered ring’ modd,
the scarcity of information with respect to the mode of
assembly of the three proteins suggests that it is still
early to discard the possibility of the translocon being
assembled as a heterooligomer.
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Host membrane characteristics and
response to pore formation

The composition of the host cdl membrane appears to
be a critical point for the invasion of bacteria, insertion
of translocators and functionality of the pore Target
membrane cholesterol was shown to be essential for
bacterial adherence, effector translocation, and pedestal
formation by EPEC [107] and for T3SS-induced viru-
lence in both Salmondla and Shigdla [46,108,109]
Experiments peformed invitro confirmed that both
hydrophobic translocators of Pseudomonas (PopB
and PopD) could recognize cholesterol-free artificial
bilayers; however, liposomes could only be lysed if
cholesterol were present [26]. Notably, depletion of
cholesterol from cdlular membranes by beta-D cyclo-
dextrin diminishes the translocation efficiency of the
P seudonmonas T3SS (F. Cretin & |. Attree, unpublished
data).

Shigdla spp. employ their T3SS to induce apoptosis-
like macrophage cdl desth through phagosome lysis
and subsequent escape into the cytoplasm. This pro-
cess requires the activation of caspase-1, which is spe-
cifically recognized by IpaB. Secreted IpaB associates
not only with the host cdl membrane [24], binding to
the hyaluronan receptor CD44 on the cdl surface
[110], but also partitions to membrane rafts [111],
which are rich in cholesterol and sphingolipids. Again,
cholesterol is shown to be key for T3SS function
because it is essential for IpaB binding and caspase-1
triggering [46]; notably, both IpaB and SipB bind cho-
lesterol with high affinity [108]. Cholesterol is an ubig-
uitous component of all eukaryotic membranes,
possibly explaining why T3SS can insat translocon
into a large number of target bilayers.

N egativdy-charged phospholipids have also been
shown to be essential for translocation pore insertion
both in a system where protein secretion by live bacteria
was induced in the presence of lipids [104], as wdl as
in vitro. Purified P seudomonas proteins PopB and PopD
preferentially recognize phosphatidylserine-containing
liposomes, whereas positivdy-charged phospholipids
such as phosphoethanolamine prevent introduction of
the molecules on bilayers [26,49]. Of note however,
most lipid-related effects were observed for the hydro-
phobic components of the pore, with the exception of
the Shigdla system, in which deoxycholate and bile salts
were reported as participating activdy in recruiting
IpaD, the V antigen ortholog, onto the needle tip, sub-
sequently yieding the complete pore [98,112].

The innate immune response to dements of the
T3SS is highly dependent on translocon formation.
R ecently, Auerbuch et al. [113] described the induction

Membrane targeting and pore formation by the T3SS

of inflammatory cytokines (nuclear factor j B and typel
interferon) in response to a strain of Y. pseudotubercu-
losis expressing a functional translocation pore but not
after the introduction of T3SS toxins into the cdls
independently of pore formation. These results suggest
that, in addition to cytosolic immune sensors that rec-
ognize microbial molecules such as peptidoglycan
[114], eukaryotic cdls may also harbour other sensors
recognizing T3SS signals that also affect the immune
response [113]. Interestingly, pH modification was
reported to play a key role in effector translocation
and pore formation by the SPI-2 T3SS of Salmondla
[53]. Finally, modifications in host cdl polarity, adhe-
sion and the presence of major eukaryotic signalling
molecules (such as Rac and Rho) at the site of translo-
con assembly on the eukaryotic membrane may influ-
ence pore functionality [115,116]. However, direct
confirmation of the existence of interactions between
translocators and host cdl macromolecules is still
lacking.

Conclusions

Despite the large amount of existing data regarding
the characterization of T3SS translocon components of
different bacterial species, many questions remain to
be ducidated with respect to the stoichiometry of pore
formation, membrane targeting and the potential role
that the translocon can play in the regulation of secre-
tion. In addition, little structural information regarding
the hydrophobic components of the translocon is avail-
able Novd technologies, such as the employment of
lipid nanodiscs [117] or lipidic cubic phase crystalliza-
tion systems [118], both of which allow target proteins
to be stabilized within modd bilayer systems, could
promote the formation of homogeneous, lipid-embed-
ded samples. In addition, new methodologies that
combine the use of cryo-dectron tomography and 3D
image averaging, and which allow the structural char-
acterization of membrane proteins within their cdlular
environment 119], could potentially be employed for
the structural study of the T3SS translocation pore
within the eukaryotic membrane. Given the impor-
tance of T3SS in the infection and invasion processes
of a number of bacteria, these studies will likdy pro-
vide crudial information regarding key details of this
complex machinery.
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