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RESUME EN FRANCALIS :

Au laboratoire, une famille de tyrosine kinases propres aux bactéries et ne présentant aucune
ressemblance structurale avec les protéine-kinases d’origine eucaryote a ¢té¢ identifice. Ces enzymes,
appelées BY-kinases, sont notamment impliquées dans la biosynthése des polysaccharides extracellulaires,
mais leurs roles précis ainsi que leurs mécanismes catalytiques sont encore peu compris.

Dans la premicre partiec de ce travail, nous avons caractérisé le role physiologique de la
phosphorylation sur la tyrosine de la protéine Ugd, une UDP-glucose déshydrogénase, par les BY-kinases
Wzc et Etk d’E. coli. Nous avons démontré que la phosphorylation d’Ugd sur un site commun a Wzc et Etk
augmente son activité. Nous avons également établi que la phosphorylation d’Ugd par Wzc participe a la
régulation de la quantité d’acide colanique produit, tandis que la phosphorylation d’Ugd par Etk influence la
résistance de la bactérie a la polymyxine.

Nous avons également effectué une analyse structure-fonction du domaine cytoplasmique de deux
BY-kinases, CapAl1/CapB2 de S. aureus et Wzc d’E. coli. Nous avons montré que ces deux protéines
s’associent en octamere, grace au motif EX2RX2R et qu’elle s’autophosphoryle selon un mécanisme
intermoléculaire. Nous avons, de plus, identifié le mécanisme d’activation de ces protéines et révelé
I’importance d’un domaine particulier dans 1’autophosphorylation de Wzc et la biosynthése de 1’acide
colanique.

La caractérisation structurale et fonctionnelle des BY-kinases représente une approche prometteuse
et originale en vue de 1’élaboration de molécules inhibant spécifiquement leur activité et pouvant affecter le
pouvoir virulent des bactéries pathogénes.

TITRE EN ANGLAIS :

Structural and functional analysis of bacterial tyrosine kinases

RESUME EN ANGLAIS :

A new class of bacterial enzymes, named BY-kinases, has been shown to catalyze protein-tyrosine
phosphorylation. These enzymes share no structural and functional similarities with their eukaryotic
counterparts. Evidence of their involvement in extracellular polysaccharide biosynthesis has been provided,
but their accurate functions and their catalytic mechanism remain largely unknown.

First, we characterized the physiological role of tyrosine phosphorylation of Ugd, a UDP-glucose
dehydrogenase, by the BY-kinases Wzc and Etk of E. coli. We demonstrated that Ugd phosphorylation by
Wze or Etk occurs on the same site and increases its activity. We also established that Wzc-mediated
phosphorylation of Ugd participates in the regulation of colanic acid production whereas Ugd
phosphorylation by Etk influences resistance to polymyxin.

In addition, we performed a structure-function analysis of the cytoplasmic domain of two BY-
kinases, namely CapA1/CapB2 from S. aureus and Wzc from E. coli. We showed that these two proteins
associate in a ring-shaped octamer in which the motif EX2RX2R plays a crucial role. In addition, we
showed that BY-kinases autophosphorylate using an intermolecular mechanism. We also identified the
activation mechanism of BY-kinases and we revealed the role of a particular domain, found specifically in
BY-kinases from proteobacteria, in Wzc autophosphorylation and colanic acid biosynthesis.

Structural and functional characterization of BY-kinases represents an original and promising
approach in order to develop new molecules inhibiting specifically these enzymes and to affect the virulence
of bacterial pathogens.

DISCIPLINE :
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INTRODUCTION




La phosphorylation des protéines est une modification post traductionnelle, catalysée
par des enzymes spécifiques, les protéine-kinases. Cette modification consiste en la formation
d’une liaison covalente entre un groupement phosphate et la chaine latérale d’un acide aminé
d’une protéine, au niveau de fonctions alcool (sérine, thréonine, tyrosine), amine (arginine,
histidine, lysine) ou acide carboxylique (acide aspartique, acide glutamique) et plus rarement
thiol (cystéine) (Fig. 1). La phosphorylation induit des modifications fonctionnelles trés
importantes de la protéine cible se traduisant généralement par une amplification ou une
inhibition de son activité enzymatique, une modification structurale affectant sa capacité
d’interaction avec ses partenaires (protéines ou ADN), ou encore un changement de sa
localisation cellulaire. La phosphorylation est le plus souvent transitoire et le groupement
phosphate peut étre hydrolysé par une réaction de déphosphorylation, catalysée par une
phosphoprotéine-phosphatase. Les réactions de  phosphorylation/déphosphorylation
interviennent dans la régulation de nombreux processus cellulaires et mécanismes de

signalisation (différenciation, division, prolifération, apoptose).

Protéine kinase

o R ATP ADP o R
~—""HN _ ~—"" HN
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Phosphoprotéine phosphatase =

Figure 1 : Réaction de phosphorylation/déphosphorylation

Cette modification est depuis longtemps connue chez les eucaryotes. En effet, Fisher
et Krebs, ont démontré dés 1956 que ’activité de la glycogene phosphorylase du muscle
squelettique de lapin est régulée par phosphorylation (Krebs and Fisher, 1956). Depuis, les
exemples chez les organismes eucaryotes se sont multipliés et les différents roles
physiologiques de cette modification ont été clairement établis (Pawson and Scott, 2005).
Chez les eucaryotes, les enzymes qui catalysent la phosphorylation, sont réunies au sein d’une
seule et méme grande famille sur la base de leur séquence en acides aminés et de leurs
caractéristiques structurales (Hanks et al., 1988). Elles utilisent majoritairement I’ATP
comme source de phosphate et phosphorylent les protéines substrats exclusivement au niveau

de trois acides aminés: la sérine, la thréonine et la tyrosine.
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Chez les procaryotes, la phosphorylation a été mise en évidence plus tard avec la
découverte de deux systémes qui leur sont propres : les systémes a deux composants (Fig. 2A)
et le systetme phosphoénolpyruvate phosphotransférase (PTS) (Fig. 2B) qui sont aujourd’hui
reconnus comme les deux grands systemes de signalisation et de régulation bactériens

(Klumpp and Krieglstein, 2002 ; Beier and Gross, 2006 ; Deutscher et al., 2006).

B Cytoplasme ~ Fructosee® Périplasme
Protéine kinase senseur PR o
‘ ‘ ! Fructose
' Mannose
Domaine A TIBL
ana L. D%
senseur Périplasme P
Membrane interne ﬁ —>?
Domaine Cytoplasme
Domaine régulateur PEP X P-EI,, HPr
kinase D Pyruvate EL kP-HPr , Fructosel-P
L. »>p
Transfert Protéine y
denh N ’ . N-ter 4 — Fructose
¢ phosphate régulatrice AP e[ LICP
ATP ADP
Auto- ) D Glucose6-P
phosphorylation Domaine )
;N Réponse
effecteur C-ter- @l — Glucose
lIAGlc IIBG' IlCGlc

Figure 2 : (A) Systéme a deux composants classique. (B) Exemples de systéme PTS (Poncet et al., 2004).

Les systémes a deux composants interviennent dans un mécanisme de transduction du
signal largement utilisé par la plupart des bactéries pour percevoir les modifications de leur
environnement et s'y adapter (Bourret et al., 1989 ; Stock et al., 2000). Ces systémes sont
classiquement constitués de deux protéines, une protéine kinase senseur (ou histidine kinase),
généralement membranaire, qui en réponse a un signal extérieur s’autophosphoryle aux
dépens de I’ATP sur un résidu histidyle, puis transfére ce groupement phosphate sur un résidu
aspartyle d’une protéine régulatrice. Cette derniere peut alors initier la réponse cellulaire,
généralement en activant la transcription de certains génes. Les systemes a deux composants
participent ainsi a la régulation d’un grand nombre de fonctions cellulaires telles que le
chimiotactisme (Bischoff and Ordal, 1991), la compétence (Weinrauch et al., 1990), la
sporulation (Burbulys et al., 1991), la virulence (Leroux et al., 1987) ou ’assimilation de

I’azote (Magasanik, 1988).

Le PTS (Reizer et al., 1988) est situé en amont de la glycolyse, et permet, en fonction
de la source de carbone présente dans le milieu extracellulaire, une régulation efficace du taux

de sucre a I’intérieur de la cellule et donc une adaptation rapide aux besoins énergétiques de la
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bactérie (Postma et al., 1993). Dans ce systéme, une protéine réceptrice fixe le sucre et produit
un signal chimiotactique intracellulaire conduisant au transfert séquentiel du groupement
phosphate du phosphoénolpyruvate (PEP) sur un résidu histidyle ou parfois cystéyle de quatre
intermédiaires protéiques pour finalement permettre la phosphorylation du sucre et sa
translocation concomitantes a I’intérieur de la cellule. Il a également été¢ montré que certains
composants du PTS sont impliqués dans d’autres fonctions telles que la régulation du

métabolisme du carbone (Deutscher ez al., 2006).

Vers la fin des années 1970, deux équipes ont démontré simultanément et
indépendamment la présence de protéines phosphorylées sur des résidus séryles et thréonyles
chez les bactéries Salmonella typhimurium et Escherichia coli (Wang and Koshland, 1978 ;
Manai and Cozzone, 1979). Malgré cette caractérisation, I’existence de la phosphorylation des
protéines au niveau de la sérine et de la thréonine chez les procaryotes est longtemps restée un
sujet de controverse. Dans un premier temps, seulement deux protéine-kinases ne présentant
aucune homologie de séquence avec les protéine-kinases eucaryotes ont été caractérisées :
I’isocitrate déshydrogénase kinase/phosphatase (IDHK/P) (Garnak and Reeves, 1979) et I’'HPr
kinase/phosphorylase (Deutscher and Saier, 1983). Ce n’est qu’au début des années 1990 que
la premiere sérine/thréonine kinase de type eucaryote a été caractérisée chez une bactérie. Il
s’agit de la protéine Pknl de la protéobactérie Myxococcus xanthus (Munoz-Dorado et al.,
1991). Pknl est capable de s’autophosphoryler sur la sérine et la thréonine par transfert du
groupement phosphate en position Yy de I’ATP et est impliquée dans le développement de la
bactérie (sporulation et différenciation). Depuis, la caractérisation de sérine/thréonine-kinases
bactériennes s’est accélérée et il est maintenant clairement établi que de nombreuses especes
bactériennes codent pour des protéine-kinases analogues aux sérine/thréonine-kinases
eucaryotes (STKP)(Kennelly, 2002 ; Alber, 2009). La ressemblance entre les protéine-kinases
bactériennes et leurs homologues eucaryotes est essentiellement basée sur des caractéristiques
de séquence et des caractéristiques structurales de leur domaine catalytique. En effet, ce
domaine catalytique est constitué de 250 a 300 acides aminés et comprend la plupart des 11
sous-domaines de Hanks typiques des kinases eucaryotes (Hanks et al., 1988). Les motifs de
Hanks sont principalement impliqués dans la liaison et I’orientation de la molécule donneuse
de phosphate (ATP ou GTP), dans la liaison et 1’orientation de la protéine ou du peptide
substrat, ainsi que dans le transfert du phosphate y de I’ATP (ou GTP) sur le résidu accepteur

de la protéine substrat.
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Les STKP jouent des réles importants et variés mais encore largement inconnus dans
le développement de nombreuses bactéries. En effet, chez la bactérie M. xanthus seulement
une dizaine de protéine-kinases sont activement étudiées (Udo et al., 1995 ; Zhang, 1996 ;
Hanlon et al., 1997) alors que I’analyse de son génome en prédit une centaine (Nariya and
Inouye, 2005). De la méme manicre, le génome de la bactérie Mycobacterium tuberculosis
code pour 11 protéine-kinases différentes (appelées PknA a PknL) (Av-Gay and Everett,
2000). L’activité protéine-kinase de ces enzymes a ¢&té clairement confirmée
biochimiquement. Cependant, leurs rdles physiologiques restent encore largement inconnus. I1
a été néanmoins démontré que certaines d’entre elles seraient impliquées dans différents
processus comme la virulence, la résistance a certains antibiotiques ou encore la division
cellulaire (Greenstein et al., 2005). A I’inverse, I’analyse du génome de Streptococcus
pneumoniae n’a 1évélé la présence que d’une seule STKP. Elle serait impliquée dans la
virulence, la compétence, la résistance aux stresses, la régulation de I’expression de certains

genes et la division cellulaire de la bactérie (Novakova et al., 2010).

Ces dernicres années, les efforts de recherche se sont €galement concentrés sur
I’identification de substrats des protéine-kinases bactériennes pour essayer de mieux
comprendre leurs roles régulateurs dans la physiologie bactérienne. Suite aux progres réalisés
en spectrométrie de masse, les phosphoprotéomes de plusieurs bactéries ont été déterminés :
Bacillus subtilis (Macek et al., 2007), E. coli (Macek et al., 2008), Lactococcus lactis (Soufi
et al., 2008), Klebsiella pneumoniae (Lin et al., 2009), Pseudomonas aeruginosa et putida
(Ravichandran et al., 2009), S. pneumoniae (Sun et al., 2009), Mycoplasma pneumoniae
(Schmidl et al., 2010) et M. tuberculosis (Prisic et al., 2010). IIs ont chacun permis de détecter
entre 56 et 300 protéines phosphorylées au niveau de la sérine ou de la thréonine. Ces
protéines phosphorylées sont notamment impliquées dans le métabolisme des carbohydrates
(glycolyse, cycle TCA (acides tricarboxyliques) et PTS), le métabolisme des acides
nucléiques, des acides aminés et des protéines, le transfert d’électrons, la sporulation, la

régulation de la division cellulaire, la mobilité, le transport ou encore la virulence.

La phosphorylation sur la tyrosine a longtemps été considérée comme 1’apanage
des eucaryotes. Cependant, en 1997, la caractérisation de la premiére tyrosine-kinase
bactérienne, la protéine Ptk d’Acinetobacter johnsonii (Grangeasse et al., 1997), a mis un
terme a ce dogme. L’identification de cette tyrosine-kinase bactérienne a été difficile car elle
ne présente aucune similarité avec les kinases eucaryotes et n’était par conséquent pas

identifiable par les outils de bioinformatique. Par la suite, de nombreuses protéines
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homologues a la protéine Ptk ont pu étre identifiées chez les bactéries et ont été regroupées au
sein d’'une méme famille appelée BY-kinases pour Bacterial tYrosine-kinases. Cependant,
méme si I’importance de ces enzymes dans certains processus physiologiques, comme la
biosynthése des polysaccharides extracellulaires, a été clairement démontrée, leur role et leur
mécanisme catalytique restent encore peu compris. Les phosphoprotéomes cités
précédemment ont également mis en évidence plusieurs protéines phosphorylées sur la
tyrosine. La quantité, désormais conséquente, de protéines bactériennes connues comme étant
phosphorylées sur des résidus séryles, thréonyles et tyrosyles permet d’envisager
I’implication de la phosphorylation dans la régulation d’un trés grand nombre de processus
biologiques chez les bactéries et contribue a montrer le caractére universel de la
phosphorylation en tant que processus général et fondamental de régulation aussi bien chez

les eucaryotes que chez les procaryotes.

Au laboratoire, nous étudions la phosphorylation des protéines bactériennes sur la
tyrosine et plus particulierement la famille des BY-kinases. Afin de mieux comprendre le role
de la phosphorylation sur la tyrosine, nous nous sommes intéressés, dans la premiere partie de
ce travail, a I’'influence de la phosphorylation de la protéine Ugd d’E. coli K12, par les BY-
kinases Wzc et Etk, dans la production d’acide colanique et la résistance a la polymyxine.
Nous avons ensuite, dans la deuxieme et la troisiéme partie de ce travail, réalisé une analyse
structure-fonction des BY-kinases Cap5SAlc/CapSB2 de Staphylococcus aureus et Wzc d’E.

coli K12 a partir de leurs structures cristallographiques.

Pour introduire ce travail, nous présenterons, dans la premiére partie de 1’exposé
bibliographique, un bref historique de la découverte de la phosphorylation des protéines
bactériennes sur la tyrosine qui sera suivi d’une description de la famille des BY-kinases.
Nous détaillerons, en particulier, les connaissances actuelles concernant les BY-kinases
étudiées au cours de ce travail, a savoir les protéines Wzc et Etk d’E. coli K12 et les protéines
Cap5A1/Cap5B2 de S. aureus. Puis, nous aborderons 1’identification des protéines endogenes
substrats des BY-kinases et la caractérisation de processus biologiques impliquant ces
enzymes. Dans la seconde partie de I’exposé bibliographique, nous décrirons les voies de
biosynthése des polysaccharides extracellulaires et présenterons 1’état des connaissances
concernant le role de la BY-kinase Wzc dans la production et I’export de 1’acide colanique,
I’exopolysaccharide d’E. coli K12. Enfin, nous terminerons par une présentation des
différents mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques cationiques de type

polymyxine et préciserons le role de la BY-kinase Etk d’E. coli K12 dans ce processus.

-9.



EXPOSE
BIBLIOGRAPHIQUE




I Phosphorylation des protéines bactériennes sur la

tyrosine

L’existence de la phosphorylation sur la tyrosine a été décrite pour la premicre fois
chez une bactérie en 1986, lorsque la présence de résidus phosphorylés au niveau de la
tyrosine a été détectée dans des hydrolysats totaux de protéines d’E. coli (Cortay et al., 1986).
L'existence de tyrosine-kinases a ensuite €t¢ envisagée chez plusieurs autres bactéries comme
Rhodospirillum  rubrum  (Vallejos et al., 1985), Clostridium thermosulfuricum
(Londesborough, 1986), P. aeruginosa (Kelly-Wintenberg et al., 1993), les streptomycetes
(Waters et al., 1994) et les mycobactéries (Ray et al., 1994). Ainsi, dans le milieu des années
1990, la présence de phosphotyrosines était détectée chez 22 especes bactériennes différentes
(Cozzone, 1997). Cependant, I’existence de la phosphorylation des protéines bactériennes sur
la tyrosine a été contestée car les travaux réalisés ne permettaient pas d’identifier les tyrosine-
kinases impliquées, les phosphotyrosine-protéines, ou encore de caractériser précisément le
role de cette modification au sein d’un processus cellulaire. Il était notamment proposé que
les phosphotyrosines détectées dans les hydrolysats cellulaires proviennent non pas d’une
activité kinase mais d’une réaction de nucléotidylation de la tyrosine (Foster et al., 1989). Il
¢tait alors évident que la caractérisation biochimique et génétique d’une activité tyrosine-
kinase bactérienne était nécessaire pour poser les bases de I’étude du role de cette

modification chez les bactéries.

Chez la bactérie A. johnsonii, une proportion exceptionnellement élevée de
phosphotyrosine avait été¢ observée dans des hydrolysats totaux de protéines (Dadssi and
Cozzone, 1990). En effet, in vivo, la proportion de phosphotyrosine, parmi 1'ensemble des
phosphoaminoacides présents dans les protéines de cette bactérie, est de 35% et atteint méme
95% lorsque la phosphorylation est réalisée in vitro. Parmi les différentes protéines
phosphorylées chez cette bactérie, une protéine de 82 kDa a été identifiée comme

phosphorylée sur la tyrosine aussi bien in vivo qu’in vitro. Il a alors été démontré que cette
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protéine purifiée était capable de s’autophosphoryler in vitro et pouvait donc étre qualifiée de
tyrosine-autokinase (Duclos et al., 1996). Cette protéine, appelée Ptk pour « Prokaryotic
Tyrosine-Kinase » constitue le premier exemple de protéine-tyrosine kinase bactérienne. Le
gene codant pour cette protéine a ensuite ¢té caractérisé et une étude biochimique de la

protéine a été réalisée (Grangeasse et al., 1997).

La protéine Ptk est localisée dans la membrane interne de la cellule bactérienne et est
capable de catalyser sa propre phosphorylation aux dépens de I’ATP sur au moins cinq
résidus tyrosyles. Il a également été démontré que la protéine Ptk est incapable de
phosphoryler certains substrats classiques des tyrosine-kinases eucaryotes, tels que
I’angiotensine II ou le polymére Glu**Tyr’’. De plus, cette enzyme n’est pas sensible aux
inhibiteurs classiques des tyrosine-kinases eucaryotes comme la génistéine ou la quercetine
(Grangeasse et al., 1999). Ces observations suggéraient déja que cette tyrosine-autokinase
bactérienne présenterait des caractéristiques particulieres la distinguant des tyrosine-kinases

eucaryotes.

L'analyse de la séquence en aminoacides de la protéine Ptk a révélé la présence de

deux séquences particulieres généralement retrouvées dans les protéines fixant les nucléotides :

- la séquence G**PAPEVGKS™™ qui ressemble au motif A de Walker, aussi appelé P-
loop, dont la séquence consensus est [A/G]-X4-G-K-[S/T]. Dans le cas des protéines a P-loop,
il a été montré que cette séquence consensus ¢tait localisée entre une structure en feuillet B et
une courte hélice a.. Ce motif, par l'intermédiaire de la lysine conservée, forme une boucle qui
s'enroule autour des groupements phosphates 3 et y du nucléotide tandis que la sérine ou la

thréonine interagit avec le cation divalent (magnésium) (Fig. 3).

- la séquence V*'*IID®' similaire a la séquence consensus h-h-h-D du motif B de
Walker (h indique un résidu hydrophobe). L'acide aspartique conservé joue un role dans la
liaison avec le cation divalent (magnésium) par l'intermédiaire de molécules d'eau. Cette
interaction est essentielle pour I'hydrolyse de la liaison -y de 'ATP. Cet acide aspartique est

toujours présent dans I'extrémité C-terminale d'un feuillet .



Figure 3 : Motif A de Walker fixant une molécule d'ATP. Image
réalisée a partir de la structure de la chaine A de la F1-ATPase

mitochondriale bovine co-cristallisée avec le 5'adényl-imido-

triphosphate (Abrahams et al., 1994).

Différentes expériences ont permis de démontrer que ces deux motifs constituent le
site catalytique de la protéine Ptk (Doublet et al., 1999) et qu’en particulier la lysine 549 et la
sérine 550 du Walker A ainsi que 1’acide aspartique 651 du Walker B sont indispensables a la
fixation de ’ATP et a la réaction de phosphotransfert. La protéine Ptk posseéde donc un
mécanisme original de phosphorylation utilisant les motifs A et B de Walker, ce qui la

différencie des tyrosine-kinases eucaryotes.

Depuis la découverte de Ptk, 1’analyse des différents génomes accessibles (NCBI,
TIGR,...) a permis de montrer que des génes homologues a ptk, codant pour des tyrosine-
autokinases étaient retrouvés chez différentes bactéries mais pas chez les eucaryotes. Parmi
les plus étudiées on retrouve Wzc., chez E. coli K12, Wzcpys chez E. coli K30, Etk chez E.
coli K12 et K30, ExoP chez Sinorhizobium meliloti, Yco6 chez K. pneumoniae, WZC¢muisane
chez Acinetobacter Iwoffii RAG-1, CpsD chez S. pneumoniae, Cap5B chez S. aureus et PtkA
(ou YwqgD) chez B. subtilis. Ces protéines ont été regroupées au sein d’une nouvelle famille,
les BY-kinases pour Bacterial tYrosine-kinases, qui rassemble les protéines bactériennes
possédant une activité tyrosine kinase utilisant les motifs A et B de Walker ainsi que certaines

caractéristiques que nous allons maintenant détailler (Grangeasse et al., 2007).

Les BY-kinases sont retrouvées chez de nombreuses bactéries a Gram-négatif
(protéobactéries) et a Gram-positif (firmicutes). Cependant, chez les firmicutes, les BY-
kinases ne sont pas codées par un seul géne comme chez les protéobactéries, mais par deux

genes adjacents. Le premier gene code pour une protéine membranaire et le second pour une



protéine cytoplasmique qui porte 1’activité kinase (Grangeasse et al., 2007) (Fig. 4). Cette
organisation suggere que les deux protéines, membranaire et cytoplasmique, des firmicutes
interagissent entre elles, mimant ainsi la situation observée chez les protéobactéries. La
protéine membranaire est en fait une protéine activatrice car en son absence la protéine
cytoplasmique est inactive (Morona et al., 2000a ; Soulat et al., 2006) ou significativement
moins active (Mijakovic et al., 2003). Il a ét¢ montré que I’interaction de la protéine
cytoplasmique avec le peptide cytoplasmique C-terminal de la protéine membranaire était
suffisante pour déclencher I’activité kinase de la protéine cytoplasmique (Soulat et al., 2006).
De maniére analogue, il a été mis en évidence que le domaine cytoplasmique de la plupart des
BY-kinases des protéobactéries était capable de développer une activité kinase indépendante
du domaine N-terminal périplasmique (Grangeasse et al., 2002). II est intéressant de noter que
chez la protéobactérie Sphingomonas elodea, la protéine GelE associée a la protéine GelC
présente une activité tyrosine-kinase comparable a celle retrouvée chez les firmicutes
(Moreira et al., 2004). L’analyse des génomes disponibles dans les banques de données
permet également d’envisager 1’existence de BY-kinases chez les actinobactéries sous la
forme d’une seule protéine comme chez les protéobactéries. Néanmoins, la caractérisation
biochimique d’une BY-kinase n’a jamais ¢été réalisée chez une actinobactérie. Les boucles
extracellulaires des BY-kinases semblent structuralement comparables, méme si celle des
BY-kinases des protéobactéries sont de taille plus grande (Cuthbertson et al., 2009). Il est
proposé que ce domaine extracellulaire puisse servir de senseur et contrdler 1’activité kinase
du domaine cytoplasmique. Cependant, a ce jour, aucun argument convaincant n’a été apporté
pour valider cette hypothese. Il a néanmoins été mis en évidence un motif riche en proline
précédant la deuxiéme hélice transmembranaire qui semble avoir une fonction importante
dans la synthése des polysaccharides (Becker and Puhler, 1998 ; Morona et al., 2000b ;
Obadia et al., 2007).

En plus des motifs A et B de Walker, les BY-kinases posseédent un motif particulier
appelé « tyrosine cluster », situé en position C-terminale et contenant de 3 a 7 tyrosines (Fig.
4). A partir de 1a, une analyse bioinformatique (Jadeau et al., 2008) a permis de définir une
signature caractéristique de la famille des BY-kinases : un Walker A : G-K-[S/T], un premier
Walker B : [ILVFM](3)-D-X-D-X-R précédemment appelé Walker A’ ou encore motif DXD,
un second Walker B : [ILVFM](3)-D-X-X-P, et le tyrosine cluster Y-X(0,5)-Y. Cette analyse
a permis d’identifier 640 BY-kinases potentielles, suggérant ainsi une trés grande distribution

de ces enzymes chez les bactéries.
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Figure 4 : Caractéristiques générales des BY-kinases retrouvées chez les bactéries a Gram-négatif et les
bactéries a Gram-positif. Motifs A, B1, et B2 de Walker (I) ; Tyrosines susceptibles d’étre phosphorylées
(I) (cluster de tyrosines C-terminales et tyrosine interne). Les alignements de séquences présentés
concernent les BY -kinases ayant été caractérisées biochimiquement (Grangeasse et al., 2007).

Les BY-kinases sont capables de s’autophosphoryler en présence d’ATP sur plusieurs
tyrosines présentes dans leur tyrosine cluster. Chez les firmicutes, cette autophosphorylation
se déroule en wune seule étape selon un mécanisme d’interphosphorylation ou
d’intraphosphorylation (Bender and Yother, 2001 ; Mijakovic et al., 2003). En ce qui
concerne les BY-kinases des protéobactéries, le mécanisme de phosphorylation semble varier
d’une souche a l’autre. En effet, de nombreuses BY-kinases chez les protéobactéries
possedent une tyrosine située quatre acides aminés apres le premier Walker B, appelée
tyrosine interne. Dans certains cas, il a ét¢ montré qu’une premicre étape de phosphorylation
intramoléculaire de cette tyrosine interne était nécessaire a 1’activation de la protéine et a la
phosphorylation dans une deuxiéme étape des tyrosines du tyrosine cluster d’une autre copie

de la protéine selon un processus de phosphorylation intermoléculaire (Grangeasse et al.,
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2002). En revanche, dans d’autres cas la tyrosine interne ne semble pas étre phosphorylée et
ne semble pas influencer la phosphorylation des tyrosines du tyrosine cluster (Paiment et al.,
2002). L’autophosphorylation du tyrosine cluster se ferait alors en une seule étape comme
chez les firmicutes. Dans le cas particulier d’ExoP de S. meliloti qui ne possede pas de
tyrosine interne, une tyrosine localisée dans la partie périplasmique de la protéine a été
indiquée comme ¢étant phosphorylée, mais le role de la phosphorylation de cette tyrosine n'a
pas été étudié¢ (Niemeyer and Becker, 2001). Il semble donc que certaines différences dans
I’activation et/ou le mécanisme de phosphorylation existent entre les BY-kinases des

protéobactéries et des firmicutes.

Les BY-kinases sont généralement codées par des genes retrouvés au niveau d'opérons
impliqués dans la synthése et le transport de polysaccharides extracellulaires. Certaines
d’entre elles étaient déja étudices indépendamment de leur fonction kinase, et connues en tant
que Polysaccharide Co-Polymerase (PCP) appartenant a la famille des PCP2a et PCP2b. Les
PCP sont indispensables a I’export des polymeres polysaccharidiques mais leur fonction
exacte restait incertaine. Il était proposé qu’elles jouent un role structurant du complexe
d’assemblage et d’export des polysaccharides. La caractérisation de leur fonction autokinase a
permis de démontrer que leur phosphorylation sur la tyrosine était un élément régulateur de la
biosynthese des polysaccharides (voir section II.3). Cette observation représente le premier

role décrit des BY-kinases et reste a ce jour I’un des plus étudiés.

Les BY-kinases sont également capables de phosphoryler des protéines endogenes et
participent ainsi a la régulation de divers processus physiologiques tels que la réponse aux

stresses, le métabolisme de I’ADN ou le controle du cycle cellulaire (voir section 1.2).

Nous allons maintenant détailler ’ensemble des connaissances actuelles concernant
les BY-kinases étudiées au cours de ce travail, a savoir les protéines Wzc et Etk d’E. coli et

les protéines Cap5SA/Cap5B de S. aureus.

L'une des protéines homologues a la protéine Ptk, la protéine Wzc d'E. coli, a été
particulierement bien étudiée chez deux sérotypes : E. coli K12 et E. coli K30, produisant

respectivement de 1’acide colanique et un polysaccharide capsulaire. L’analyse de cette



protéine a fortement contribué a la définition des caractéristiques des BY-kinases et a la

caractérisation de leur rdle dans la biosynthése des polysaccharides extracellulaires.

La protéine Wzc., d’ E. coli K12 est localisée dans la membrane interne de la bactérie.
L'analyse du profil hydropathique de la séquence de Wzc,, par la méthode de Kyte et
Doolittle (1982), a suggéré la présence de 2 hélices transmembranaires pouvant délimiter trois
domaines distincts (Fig. 5). La topologie membranaire de la protéine Wzce, a été confirmée
par mesure de I’activité B—galactosidase et phosphatase alcaline de protéines chimériques
résultant de fusions traductionnelles de différents fragments du gene wzc avec soit le géne
lacZ, soit le géne phoA (Doublet et al., 2002). Ainsi, la protéine Wzc,, est constituée de :

- un premier domaine cytoplasmique correspondant a la partie N-terminale de la
protéine. Il est délimité par une premicre hélice o transmembranaire TM1 et s’étend de la
thréonine 2 a I’arginine 31.

- un domaine périplasmique s’étendant de la thréonine 53 a la glycine 425, délimité

426 a 445).

par les deux hélices o transmembranaires TM1 (Trp>> a Ala’”) et TM2 (Leu Leu
- un deuxi¢éme domaine cytoplasmique correspondant a la partie C-terminale de la

protéine s’étendant de I’arginine 446 a la lysine 720 (Fig. 5).
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Figure 5 : Analyse topologique de la protéine Wzc,, chez E. coli K12. Passages transmembranaires ().

Les protéines Wzc., d’E. coli K12 et Wzceps d’E. coli K30 possedent deux motifs
présentant une homologie avec les motifs A et B de Walker. En particulier, les séquences
G BVSPSIGKT*! de Wzc., et G ASPSAGKT™ de Wzcps sont caractéristiques du motif
A de Walker et il a été démontré, dans les deux cas, que la lysine en position 540 est un
élément indispensable pour I1’activité kinase intrinséque de la protéine (Wugeditsch et

al., 2001 ; Grangeasse et al., 2002).



Il a, par ailleurs, été¢ démontré que la protéine Wzc,, est capable de s'autophosphoryler
aux dépens de I'ATP (Vincent et al., 1999) sur 6 résidus tyrosyles : la tyrosine interne Tyr’®
et 5 tyrosines du tyrosine cluster (Tyr’®, Tyr’'®, Tyr'", Tyr'", et Tyr ') (Grangeasse et al.,
2002). Le mécanisme de phosphorylation de la protéine Wzc., a été étudié in vitro. 1l a
d’abord été observé que le domaine cytoplasmique C-terminal de la protéine (Ser**’-Lys’*,
noté Wzcey,) était capable de développer une activité kinase indépendante du domaine N-
terminal membranaire. Il a ensuite été démontré que la Tyr’® s’autophosphorylait selon un
mécanisme intramoléculaire tandis que les tyrosines du tyrosine cluster ne pouvaient étre
phosphorylées que par un mécanisme intermoléculaire. Il a également été observé que
I’ensemble des sites de phosphorylation n’étaient pas équivalents, étant donné que le signal de
phosphorylation de Wzc.y, est 45 fois supérieur au signal de phosphorylation du méme

fragment muté sur la Tyr’®

et 700 fois supérieur au signal de phosphorylation du méme
fragment dépourvu du tyrosine cluster. Il a donc été envisagé que la phosphorylation de Wzc,,
s'opére en deux étapes distinctes. Dans un premier temps, la Tyr’® devrait s’autophosphoryler
par un processus intramoléculaire. Cette autophosphorylation générerait une augmentation
importante de l'activité kinase de la protéine Wzc,, permettant la phosphorylation des 5

tyrosines du tyrosine cluster d'une autre protéine Wzcg, selon un processus intermoléculaire

(Grangeasse et al., 2002) (Fig. 6).

inter-phosphorylation

Figure 6: Mécanisme
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L’étude du mécanisme de phosphorylation de Wzcy,s a conduit a des résultats
différents. Tout d’abord, il semble que dans le cas de Wzceps le domaine N-terminal soit
indispensable & Iactivité du domaine cytoplasmique C-terminal (Lys*®’-Lys™*'") (Wugeditsch

et al., 2001). Cette différence peut trouver une explication dans le fait que le domaine

-17 -



cytoplasmique de Wzc.ps étudi€ est beaucoup plus court que celui de Wzc, et ne correspond
pas a l'intégralit¢ du domaine cytoplasmique de la protéine. Une autre différence majeure
entre Wzce, et Wzceeps provient du fait que la mutation de la Tyr5 % sur Wzcps n’affecte que

trés peu la phosphorylation globale de la protéine.

Le domaine catalytique de la protéine Wzc,, et plus généralement des BY-kinases,
présente également une certaine ressemblance avec la protéine MinD, qui posséde une activité
ATPase utilisant les domaines A et B de Walker (Hayashi et al., 2001). Méme si ces deux
protéines possedent un faible taux d’identité (21%), la comparaison de la structure secondaire
prédite du domaine catalytique de la protéine Wzc, et celle calculée de la protéine MinD
permet de suggérer qu’elles posséderaient un repliement o/f3 comparable (Fig. 7). Un modele
de la structure tridimensionnelle de la protéine Wzc, a été construit a partir de la structure

cristallographique de MinD.
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Figure 7 : Modélisation du site catalytique de la protéine Wzc.,. (A) Comparaison de la séquence en
aminoacides et de la structure secondaire de Wzc, (prédiction) et MinD (calculée). (B) Modélisation du
domaine cytoplasmique de Wzce, (Val’*-Arg’"). Les motifs A et B de Walker, le motif DXD et la Tyr’®

sont indiqués en rouge, vert, bleu et jaune, respectivement. (C) Positions relatives de la Lys™* (Walker A),
des Asp>®* *°* (Walker B1), de la Tyr’® et de I’ADP (Soulat et al., 2007b).
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Ce modeéle a mis en évidence la présence de deux acides aspartiques (Asp et Asp’®*)

chez Wzc., sucseptibles d’intervenir dans son mécanisme catalytique. Ces deux acides
aspartiques font partie du premier motif de Walker B et il a ét¢ montré qu’ils étaient
effectivement importants pour I’autophosphorylation de la protéine (Soulat et al., 2007b).
Comme dans le cas de MinD, ces deux acides aspartiques pourraient étre impliqués dans la
coordination du cation Mg*" ou du groupement phosphate B de I’ATP, ou bien dans
I’hydrolyse et le phosphotransfert du phosphate y de I’ATP (Hayashi et al., 2001). 1l a
également été mesuré que I’intraphosphorylation de Wzc sur la Tyr’® ne modifiait pas
I’affinité de la protéine pour ’ATP. Il a donc été suggéré que I’intraphosphorylation sur la
Tyr’® pourrait plutét induire un réarrangement local de certains acides aminés environnant la
molécule d’ATP dans le site catalytique de Wzc,, tels que les deux acides aspartiques Asp’®

et Asp™®, de fagon a rendre plus efficace I’hydrolyse de I’ATP et I’interphosphorylation.

Des expériences de pontage chimique in vivo ont mis en évidence que la protéine
Wzc,., était capable de s’oligomériser pour former des dimeres, des trimeres et des complexes
de taille supérieure a 400 kDa (probablement des hexameres). Il a été démontré que cette
oligomérisation était dépendante du domaine C-terminal. Il a également été observé que 1’état

de phosphorylation de la protéine n’influencait pas son oligomérisation (Doublet et al., 2002).

Une étude par cryomicroscopie électronique de Wzcg,s a permis de proposer une
structure tridimensionnelle de la protéine a une résolution de 14 A. Dans cette structure,
Wzce,s apparait organisée sous forme de tétrameére (Collins et al., 2006). Vu de coté, le
tétramere a I’apparence d’une molaire arrachée et présente deux parties distinctes : d’une part
la partie supérieure qui correspond au domaine extracellulaire de la protéine qui forme une
couronne de densité continue et, d’autre part, la partie inférieure qui correspond a la partie
cytoplasmique de la protéine et qui est divisée en quatre zones de densités distinctes. Dans
I’analyse électrophorétique de la préparation de Wzcy, on peut néanmoins observer d’autres
états d’oligomérisation dont un au dessus de 440 kDa qui pourrait correspondre a 1’hexamere

déja observé chez E. coli K12 (Fig. 8).
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Figure 8 : (A) Analyse de la préparation de Wzc . (B) Structure tridimensionnelle de la protéine Wzceys
sous sa forme tétramérique, obtenue par cryomicroscopie électronique (Collins et al., 2006).
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Chez E. coli, il existe une seconde BY-kinase, la protéine Etk, également appelée
YccC. 11 existe une grande similarité de séquence entre les protéines Etk et Wzc (51%
d’identité stricte et 33% de similarité). Le géne etk (yccC) est localisé dans un opéron de
synthése de capsule de groupe 4 (G4C) (Peleg et al., 2005) et code pour une protéine
membranaire. Certains résultats suggerent que cette protéine n’est exprimée que dans les
souches pathogénes d’E. coli (Ilan et al., 1999). Dans le cas d’E. coli K12, il semble que
I’opéron G4C ne soit pas exprimé du fait de la présence d’une séquence d’insertion IS1 dans

sa région promotrice (Peleg et al., 2005).

Récemment, la structure cristallographique du domaine C-terminal cytoplasmique de
la protéine Etk (R451-E726) d’E. coli K12 a été obtenue a une résolution de 2,5 A (Lee,
2008). Des analyses par spectrométrie de masse ont indiqué qu’Etk était phosphorylée au
niveau de 8 résidus tyrosyles : les sept tyrosines du tyrosine cluster et la Tyr’'*. Ces résultats,
conjugués a I’analyse de la structure, ont permis de proposer un mécanisme d’activation de la
protéine Etk. Dans la structure, la chaine latérale de la Tyr’™* non phosphorylée pointe
directement dans le site catalytique d’Etk, empéchant la fixation du magnésium par les acides
aspartiques 567, 569 et 647. Il semblerait donc, que comme dans le cas de Wzc,, la Tylr5 7
(équivalent de la Tyr’®) soit impliquée dans le mécanisme catalytique de I’enzyme. Il a été
proposé que la chaine latérale de la Tyr574, une fois phosphorylée, subisse une rotation sous

614

I’effet d’une attraction électrostatique d’un résidu arginine (Arg’ ') conservé chez les

protéobactéries, et libére ainsi le site catalytique (Fig. 9). Cependant la structure

574 614

cristallographique montrant la Tyr’™ phosphorylée associée a I’Arg” " n’a jamais été obtenue.

En revanche, cette proposition est soutenue par le fait que les mutations de la Tyr574 en
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alanine et en glycine, qui permettent de s’affranchir de la géne stérique due a la chaine latérale
de la Tyr’™, conduisent 4 1’obtention de protéines présentant respectivement 98% et 87% de
I’activité kinase de la protéine sauvage. De méme, la mutation Y574E qui mime un état
phosphorylé de la protéine permet d’obtenir une protéine active. Au contraire, une réduction
importante de 1’activité kinase est observée pour les protéines portant les mutations de la
Tyr’”* en phénylalanine et en asparagine, proscrivant I’interaction possible avec I’ Arg®'* (12%
et 27% respectivement). De la méme manicre, la protéine portant la mutation R614A,
éliminant I’interaction avec P-Y 574, présente une activité considérablement réduite (15%). Le
mécanisme d’activation d’Etk semble donc dépendre de la rotation de la chaine latérale de la
Tyr’™ hors du site catalytique. Chez S. meliloti, la BY-kinase ExoP ne posséde pas
d’équivalent de la Tyr’™*; cependant, il est intéressant de noter qu’a la place se trouve un
résidu glycine qui, selon le modele d’activation énoncé ci-dessus, résulterait en une activation
constitutive de la kinase. De la méme maniére, le résidu Arg614 généralement conservé chez

les BY-kinases des protéobactéries est également absent sur ExoP (Ala) (Lee, 2009).

Des simulations de dynamique moléculaire réalisées a partir de la structure d’Etk (Lu,
2009) soutiennent la rotation de la chaine latérale de la Tyr’’* phosphorylée vers I’ Arg®'*. Ces
analyses ont également permis de montrer I’importance d’un autre résidu dans le mécanisme
catalytique d’Etk. En effet, une simulation sur 10 ns a montré que la rotation de la chaine
latérale de la Tyr’'* phosphorylée se déroulait en deux étapes. Dans un premier temps, la
chaine latérale de la Tyr’"* phosphorylée tourne dans le sens des aiguilles d’une montre pour
s’associer avec le résidu Arg’’ proche du site catalytique, puis dans un deuxiéme temps, cette
liaison est rompue et la chaine latérale de la Tyr’’* reprend sa rotation dans le sens des

. . . . , . 14
aiguilles d’une montre pour aller interagir avec le résidu Arg’

plus éloigné du site
catalytique, et est maintenue dans cette position jusqu'a la fin de la simulation (Fig. 9). Plus
précisément, il a été proposé toujours par simulation de dynamique moléculaire, que le résidu
Arg’” régulerait négativement 1’activation d’Etk en ralentissant la rotation de la chaine

latérale de la Tyr’™* vers I’Arg®"*

. Ce résultat a été confirmé expérimentalement par des tests
d’activité kinase indiquant que la protéine Etk R572A était 25 fois plus active que la protéine

sauvage.



Exposé bibliographique

Figure 9: Proposition du mécanisme
d’activation de la BY-kinase Etk par rotation
de la chaine latérale de la Tyr'”*

614

phosphorylée vers 1I’Arg”" pour libérer le

site catalytique (Lee and Jia, 2009).

La structure cristallographique d’Etk a également permis de mettre en évidence une

boucle flexible chargée positivement (Lys* -Ile*®

), contenant 9 résidus arginines et lysines
sur un total de 20 résidus. Ce motif, conservé chez les BY-kinases des protéobactéries, a été
appelé domaine RK. En plagant la structure cristallographique de quatre monomeres d’Etk
dans la structure tétramérique de Wzc obtenue par cryomicroscopie électronique (Collins et
al., 2006), les auteurs se sont apergus que le domaine RK d’un monomere était a proximité du
tyrosine cluster d’un monomere voisin (Fig. 10). IlIs ont alors formulé 1’hypothése que le
tyrosine cluster phosphorylé pourrait interagir avec le domaine RK d’une molécule adjacente

pour stabiliser la conformation tétramérique. Cependant, le role de ce domaine RK n’a pas été

étudié de facon plus approfondie.

N-domain

RK-cluster (478-497)

&S i Y-cluster (711-722)

Figure 10: Strucutre cristallographique de la BY-kinase Etk d’E. coli superposée a la structure
cryomicroscopique de Wzc,s (Lee et al.,, 2008.) (A) Le domaine kinase d’Etk est positionné dans la
structure tétramérique de Wzc,s. (B) Vue de dessous: le domaine RK d’une sous-unité pointe vers le
tyrosine cluster de la sous-unité voisine.
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L’analyse du génome de S. aureus a mis en évidence la présence de deux couples de
genes codant pour des protéines semblant appartenir a la famille des BY-kinases :
cap5A1/cap5SBI1 (noté par la suite A1/B1) et cap5A2/cap5B2 (noté par la suite A2/B2), codant
chacun pour une protéine membranaire homologue a la partie N-terminale des BY -kinases des
protéobactéries, CapSA1 (notée par la suite A1) ou CapSA2 (notée par la suite A2), et une
protéine cytoplasmique portant les motifs A et B de Walker, Cap5B1 (notée par la suite B1)
ou Cap5B2 (notée par la suite B2). Le couple A1/B1 est localisé dans 1’opéron cap controlant
la biosynthese de la capsule chez S. aureus tandis que le couple 42/B2 est situé ailleurs dans

le génome.

La protéine B2 possede une activité tyrosine kinase in vitro en présence de chacune
des deux protéines activatrices Al et A2. En revanche, de facon surprenante, 1’activité kinase
de la protéine B1 n’a jamais été observée malgré une forte similarité avec la protéine B2 (57%
d’identité et 30% de similarité) (Soulat et al., 2006). Il a été démontré que les fragments C-

) (noté par la suite Alc) et de A2 (Leu'*-

terminaux cytoplasmiques de Al (Val'**-Asn
Phe®®®) (noté par la suite A2¢), sont suffisants pour activer B2. En effet, les protéines
chimeres dans lesquelles Alcy ou A2¢¢ sont directement fusionnés a B2 (notées Al¢B2 ou
A2¢B2) sont actives. Il a de plus été démontré que AlcB2 s’autophosphoryle selon un
mécanisme intermoléculaire et que la mutation de la lysine du walker A (K55) inactive son
autophosphorylation. D’autre part, il a été¢ observé que Al active mieux B2 que A2 malgré
une forte conservation de séquence (52% d’identité et 39% de similarité). Des expériences de
fluorescence avec du MANT-ATP ont démontré que B2 seule a une tres faible affinité pour
I’ATP. A Dinverse, lorsque B2 interagit avec Alc ou A2¢¢ son affinité pour ’ATP est
augmentée. Plus précisément, il a été observé que ’augmentation de I’affinité¢ de B2 pour

I’ATP était plus forte dans le cas de I'interaction avec Al qu’avec A2¢y, expliquant ainsi la

meilleure activation de B2 par Al remarquée précédemment.

Seulement deux tyrosine-kinases ressemblant aux tyrosine-kinases eucaryotes, ont été
identifiées chez deux espéces bactériennes. Il s’agit des protéines MasK chez M. xanthus et
WaaP chez P. aeruginosa. Ces protéines se caractérisent par la présence dans leur séquence
de plusieurs sous-domaines de Hanks conservés chez les tyrosine-kinases eucaryotes (Hanks

and Quinn, 1991) (Fig. 11).
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Fig. 11 : Alignement des tyrosine-kinases procaryotes MasK et WaaP et eucaryotes C-Src et EGFR.
(I). Sous-domaines caractéristiques des tyrosine-kinases eucaryotes

La protéine MasK de M. xanthus est une protéine membranaire essentielle pour la
croissance bactérienne. Elle comporte un domaine N-terminal contenant la plupart des onze
sous-domaines caractéristiques des protéine-kinases eucaryotes et possede également la
signature V-x-H-R-D-I-S-x-x-N-L spécifique des tyrosine-kinases eucaryotes dans son
domaine VIIb (Fig. 11). Il a été démontré que MasK s’autophosphorylait sur la tyrosine et
interagissait avec la protéine MglA, une petite GTPase, pour controler la motilité¢ et le
développement de la bactérie. Il est suggéré que I’interaction entre MasK et MglA serait une

partie essentielle d’un systeme de transduction du signal (Thomasson et al., 2002).

Chez P. aeruginosa, le géne waaP fait partie de 1’opéron de synthése du
lipopolysaccharide (LPS). Il a été¢ démontré que la protéine WaaP possede non seulement une
activité¢ heptose-kinase lui permettant de phosphoryler le premier heptose du coeur
oligosaccharidique du LPS, mais qu’elle est également capable de s'autophosphoryler sur des
résidus tyrosyles (Zhao and Lam, 2002). Selon ces auteurs, 1'autophosphorylation de cette
protéine pourrait lui permettre de réguler son activité heptose-kinase. La phosphorylation du
LPS est une modification particulierement importante dans la biologie des bactéries a Gram-
négatif. En effet, il a ét¢ démontré qu’elle est impliquée dans la stabilisation de la membrane
externe des bactéries (Yethon et al., 1998), qu’elle est nécessaire a la résistance aux peptides
cationiques antimicrobiens chez E. coli et Salmonella enterica et qu’elle est requise pour la

virulence de souches invasives de S. enferica (Yethon et al., 2000).

De maniére étonnante, 1’activité kinase de ces deux enzymes n'a pas été observée dans

leurs protéines homologues chez d'autres bactéries.

-4 -



II a été démontré que la protéine BipA (aussi appelée TypA) d’une souche
entéropathogene d’E. coli (EPEC) est capable de s'autophosphoryler sur des résidus tyrosyles.
L’activité kinase de BipA est augmentée en présence d’un extrait total de protéines de la
souche pathogene d’E. coli tandis que 1’ajout d’un extrait total de protéines d’E. coli K12 n’a
pas d’effet. Ceci indique qu’une autre protéine présente uniquement dans les souches d’E. coli
pathogenes est capable d’influencer 1’activité kinase de BipA. La protéine BipA, bien que
possédant des motifs A et B de Walker, présente plus de similarité de séquence avec des
GTPases interagissant avec les ribosomes et des facteurs d’élongation qu’avec les BY-kinases
déja décrites. La protéine BipA phosphorylée posseéde une activité ATPase et GTPase plus
forte que la protéine BipA non phosphorylée, ce qui suggere que 1’autophosphorylation de
BipA est capable de moduler son activité. Il a été mis en évidence que la protéine BipA est
nécessaire pour les réarrangements du cytosquelette de la cellule hote observés lors de
I’infection par les EPEC, qu’elle participe a la protection de la bactérie contre le systéme
immunitaire de 1’hote et, en particulier, a la résistance de la bactérie a la BPI
(Bactericidal/Permeability-Increasing protein) et enfin qu’elle régule négativement la motilité
cellulaire médiée par les flagelles et notamment 1’expression des flagellines (Farris et al.,
1998). 1l a également été démontré que la protéine BipA régule la traduction de 'ARNm fis.
La protéine Fis controle le niveau d’expression d’un systéme de sécrétion de type III,
impliqué dans 1’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales de 1’organisme infecté, en
induisant un réarrangement du cytosquelette de la cellule-hote (Owens et al., 2004). Le role de
la phosphorylation de BipA dans ces processus n’a pas été étudié. Cependant, on peut
aisément envisager qu’il existe un lien entre la virulence des souches d'E. coli
entéropathogeénes (EPEC), qui dépend principalement de leur capacité a se fixer sur les
cellules intestinales de l'organisme infecté, et 1’autophosphorylation de la protéine BipA.
Enfin, il est intéressant de signaler que les protéines homologues a BipA présentes chez les

souches non-pathogénes ne semblent pas étre phosphorylées.

Chez Caulobacter crescentus CB15, une activité tyrosine-kinase originale est portée
par la protéine DivL. En effet, cette protéine appartient a la famille des systémes a deux
composants mais, de fagon étonnante, DivL ne s’autophosphoryle pas sur un résidu hystidyle,
comme les histidine-kinases senseurs classiques, mais sur un résidu tyrosyle occupant la place
de I’histidine. Il a été démontré qu’in vitro la protéine DivL est capable de phosphoryler CtrA,

un régulateur transcriptionnel majeur controlant la division cellulaire et que la tyrosine
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phosphorylée de DivL est essentielle pour la régulation du cycle cellulaire de la bactérie (Wu

etal., 1999).

La protéine McsB, chez la bactérie B. subtilis, a également été décrite comme une
tyrosine-kinase particuliere. En effet, cette protéine est capable de s’autophosphoryler sur des
résidus tyrosyles en utilisant un domaine guanidino-phosphotransférase comme site
catalytique. La protéine McsB est activée par interaction avec la protéine McsA (Kirstein and
Turgay, 2005) et inhibée en présence de la protéine ClpC. Il a été démontré que McsB
phosphorylait McsA sur des résidus tyrosyles et il semble que la phosphorylation des
tyrosines 40 et 103 de McsA soit nécessaire a ’activation de McsB. Il a également été mis en
évidence que McsB ¢était capable de phosphoryler CtsR, un régulateur transcriptionnel de
I’opéron d’adaptation aux chocs thermiques (Kirstein et al., 2007). Un travail récent
(Fuhrmann et al., 2009) a démontré que McsB phosphoryle CtsR au niveau de résidus
arginyles (Arg”™, Arg" et Arg®®). Ces arginines sont trés conservés au sein de la famille des
protéines CtsR et jouent un rdle crucial dans la fixation de I’ADN. MscB phosphoryle
préférentiellement la protéine CtsR libre empéchant ainsi la formation du complexe avec
I’ADN ce qui favorise 1’expression des génes de réponse aux chocs thermiques. A I'inverse,
la protéine CtsR non phosphorylée fixe trés bien I’ADN, inhibant ainsi la transcription des

genes en aval. McsB semble donc étre a la fois une tyrosine-kinase et une arginine-kinase.

Une protéine homologue a la protéine McsB a été identifiée chez Bacillus anthracis et,
de la méme maniére que chez B. subtilis, il a ¢ét€ démontré que cette protéine
s’autophosphorylait sur des résidus tyrosyles en présence d’une protéine activatrice
homologue a la protéine McsA. Cette protéine McsA est également phosphorylée par McsB
(Mattoo et al., 2008).

Chez Mpycobacterium tuberculosis, une protéine initialement classée dans la
superfamille des haloacide déshalogénases (HAD) vient d’étre identifiée comme tyrosine-
kinase (Bach et al., 2009). Cette protéine, appelée PtkA, est capable de s’autophosphoryler et
de phosphoryler la protéine PtpA sur des résidus tyrosyles en utilisant indifféremment I’ATP
ou le GTP comme donneur de phosphate. PtkA ne possede pas les motifs A et B2 de Walker
caractéristiques des BY-kinases et I’analyse bioinformatique de sa séquence n’a pas non plus
révélé la présence de motif caractéristique des tyrosine-kinases eucaryotes. Des expériences
de mutagénese dirigée ont alors été entreprises pour identifier les résidus impliqués dans le

.. . o . o 184 217
mécanisme catalytique de cette enzyme. Ainsi, il a été montré que les résidus Lys ", Lys™ ' et
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Lys™ étaient tous impliqués dans la fixation de I’ATP, que la Tyr™” était le site
d’autophosphorylation de PtkA et que I’ Asp® appartenant au motif DXD conservé au sein des
protéines de la famille HAD était essentiel pour 1’activité autokinase de PtkA. De plus, il a été
montré que PtkA phosphorylait la protéine PtpA, une phosphoprotéine phosphatase, sur deux
tyrosines adjacentes (Tyr'?® et Tyr'?

déphosphoryler PtkA.

). En revanche, PtpA n’est pas capable de

Depuis 2003, plusieurs protéines endogeénes ont été identifiées comme substrats des
BY-kinases. Définir I’impact de leur phosphorylation au niveau de leur fonction permet de

comprendre le role régulateur des BY -kinases.

Les premiers substrats endogeénes des BY-kinases a avoir été découverts sont le
facteur sigma 6> (RpoH) et le facteur anti-sigma 6" RseA qui participent a la régulation de la
réponse aux chocs thermiques d’E. coli (Klein et al., 2003). 11 a été montré in vitro et in vivo
que la BY-kinase Etk était capable de phosphoryler RpoH sur la Tyr*®. Cette tyrosine est
située dans la région conservée 4.2 qui est impliquée dans la reconnaissance de la région -35
du promoteur. Une réduction importante de la capacit¢ de RpoH a initier la transcription
lorsqu’elle est phosphorylée suggere que la phosphorylation de RpoH altére sa reconnaissance
du promoteur. L’expression d’un mutant RpoH Y260A confere un phénotype thermosensible
a la bactérie et conduit a une réponse aux chocs thermiques altérée. De la méme manicre, il a
été établi qu’Etk phosphorylait RseA in vitro et in vivo sur la Tyr’® du domaine N-terminal
impliqué dans D’interaction avec GE. Il est envisagé que cette phosphorylation augmente
I’affinité de RseA pour GE. Ceci est le premier exemple d’implication de la phosphorylation

sur la tyrosine chez les bactéries dans des processus de régulation d’expression génique.

Le deuxiéme substrat endogene des BY-kinases, ’UDP-glucose déshydrogénase, a été
découvert simultanément chez une bactérie a Gram-négatif, E. coli K12, et chez une bactérie a
Gram-positif, B. subtilis. Cette caractérisation a constitué une avancée majeure dans la
compréhension du roéle biologique de la phosphorylation des protéines bactériennes au niveau
de la tyrosine. Il a ainsi ét¢ démontré que les deux UDP-glucose déshydrogénases de B.
subtilis, Ugdps (YwqF) et TuaD, étaient phosphorylées sur la tyrosine par la BY-kinase PtkA
(YwgD) en présence de la protéine membranaire TkmA (YwqC) uniquement. De plus, il a été
mis en évidence que I’autophosphorylation de PtkA n’était pas nécessaire pour phosphoryler

ces deux enzymes. Il a également été établi que la phosphorylation d’Ugdgs et TuaD
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augmentait leur activit¢ UDP-glucose déshydrogénase, favorisant la conversion d’UDP-
glucose en UDP-acide glucuronique, précurseur de 1’acide teichuronique (Mijakovic et al.,
2003). De la méme manicre, chez E. coli K12, il a été¢ démontré que la protéine Ugdgc, était
phosphorylée sur une tyrosine par la BY-kinase Wzc.,. Comme chez B. Subtilis I’activité
UDP-glucose déshydrogénase d’Ugdgc est augmentée par phosphorylation (Grangeasse et al.,
2003). I est intéressant de souligner que la protéine Ugdgc catalyse la formation d’UDP-acide
glucuronique a partir d’UDP-glucose. L’UDP-acide glucuronique est non seulement un
¢lément précurseur de I’exopolysaccharide d’E. coli, 1’acide colanique (voir section 11.2.2),
mais il participe également a la synthése du 4-amino-4-désoxy-L-arabinose (L-Ara-4N),
composé impliqué dans les phénomenes de résistance aux peptides antimicrobiens cationiques

(voir section II1.2.1).

Il a également ét¢ démontré que la BY-kinase B2 de S. aureus phosphoryle la protéine
CapO, une UDP-N-acétylmannosamine déshydrogénase produisant I’un des précurseurs de la
capsule de S. aureus (Sau et al., 1997 ; Portoles et al., 2001). L’activit¢ UDP-N-
acétylmannosamine déshydrogénase de CapO est également activée par phosphorylation

(Soulat et al., 2007a).

Chez la bactérie Streptococcus thermophilus 1l a été démontré que 1’expression de la
BY-kinase EpsC/EpsD est nécessaire a 1’activité phosphogalactosyltransférase de la protéine
EpsE et a la biosynthése de son exopolysaccharide (Minic et al., 2007). Il est donc tres
probable que EpsC/EpsD contrdle I’activité d’EpsE par phosphorylation.

Récemment, il a été observé que les protéines SSB (Single-Stranded DNA Binding
protein) de B. subtilis, S. coelicolor et E. coli sont phosphorylées in vivo au niveau de tyrosine
(Mijakovic et al., 2006). 1l a été démontré in vitro que PtkA était capable de phosphoryler
deux membres de la famille SSB, BsSSB et YwpH, en présence de TkmA uniquement et que
I’autophosphorylation de PtkA n’était pas non plus nécessaire pour la phosphorylation de ces
protéines. La phosphorylation de BsSSB par PtkA s’effectue in vivo sur la Tyr™. In vitro, la
phosphorylation de BsSSB augmente sa capacité a fixer I’ADN simple brin d’un facteur 200.
Une analyse préliminaire a mis en évidence que la phosphorylation de BsSSB était diminuée
en réponse a des 1ésions de I’ADN. Le role de la phosphorylation de BsSSB est encore mal
connu ; cependant 1’existence d’une relation entre la phosphorylation sur la tyrosine médiée
par les BY-kinases et le métabolisme de I’ADN est soutenue par 1’observation qu’une souche
de B. subtilis dont le géne ptkA a été inactivé accumule un excédent d’ADN et présente un

défaut dans I’initiation de la réplication de I’ADN (Petranovic et al., 2007).
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Il a également été rapporté que chez E. coli, les intégrases (Int) des coliphages HK022
et A étaient phosphorylées in vivo sur des résidus tyrosyles (Kolot et al., 2008). Wzc est
capable de phosphoryler in vitro Int HK022. 1l a été observé qu’une protéine Int HK022
purifiée a partir de bactéries surexprimant Wzc possédait in vitro une activité¢ de
recombinaison considérablement réduite. En revanche, in vivo la phosphorylation de Int
HKO022 ne requiert pas la présence de Wzc, ce qui suggere que cette phosphorylation est faite

par I’intermédiaire d’une autre tyrosine kinase.

Enfin, il est intéressant de noter que les progres techniques réalisés en spectrométrie de
masse ont permis de réaliser des études a haut débit et ainsi d’identifier un nombre
relativement important de protéines phosphorylées sur la tyrosine chez B. subtilis (Macek et
al., 2007), Campylobacter jejuni (Voisin et al., 2007), E. coli (Macek et al., 2008), L. lactis
(Soufi et al., 2008), K. pneumoniae (Lin et al., 2009), P. putida et P. aeruginosa
(Ravichandran et al., 2009) et S. pneumoniae (Sun et al., 2009) (Tableau 1). Ces protéines
phosphorylées sur la tyrosine sont impliquées dans un grand nombre de fonctions cellulaires
comprenant le métabolisme du carbone, des protéines, des acides aminés et des acides
nucléiques, la division cellulaire, la compétence, la mobilité,... De fagon surprenante, aucune
protéine phosphorylée sur la tyrosine n’est commune a tous les phosphoprotéomes. Seulement
trois protéines sont retrouvées dans deux phosphoprotéomes différents, mais dans ces trois cas
les sites de phosphorylation identifiés different entre les especes. En effet, chez B. subtilis
InfA est phosphorylée sur la Tyr® alors qu’elle est phosphorylée sur la Tyr* chez .
pneumoniae. De fagon analogue, le site de phosphorylation de TufA chez E. coli est la Tyr>>?

314 Enfin, GInA est phosphorylée sur la Tyr’'°

alors que chez S. pneumoniae 1l s’agit de la Tyr
chez L. lactis et sur la Tyr®' chez S. pneumoniae. 11 est important de garder en mémoire que
les phosphoprotéomes ne sont absolument pas exhaustifs mais représentent une image de
1’état de la phosphorylation des protéines de la bactérie a un instant donné dans des conditions

de culture données.

Aujourd’hui, les BY-kinases sont les tyrosine-kinases bactériennes les plus répandues.
Nous pouvons donc supposer qu’un grand nombre des protéines identifiées dans les
phosphoprotéomes sont phosphorylées par ces enzymes. Par conséquent, nous pouvons
envisager que les BY-kinases sont probablement impliquées dans la régulation d’un grand

nombre de processus biologiques.
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B K. P. S.
- bt'z' is C. jejuni| E. coli | L. lactis | pneumo | P. putida | aerugi- | pneumo
-niae nosa -niae
Métabolisme du carbone/Energie
Glycolyse LctE Pgk PfkA
M¢étabolisme des CsrA,
carbohydrates DeoC
Cycle fie I’acide SucC
tricarboxylique
Meétabolisme du glucose PpsA PfIB
TrxB,
Autres CemE?
Métabolisme des protéines
Régulateurs Mic PA3965
transcriptionnels
Facteurs d’initiation InfA InfA
Facteurs d’¢élongation TufA Efp Tuf
Facteurs de terminaison PrfA
) RplU,
Ribosome Rpsl
Autr AsnS, Pf101 22
e GroES 13
Métabolisme des acides |, (4 TnaA | GlnA ThiC | GlnA
aminés
Metztl.)ollsme des acides York Dps HrpA SheB PurA
nucléiques
Processus cellulaires
Division cellulaire FtsA
Compétence/Sporulation | OppA LytA
Mobilité/adhésion YvyG FimA
Biosynthese des Wze,
olysaccharides ManB,
POLy Wcal
Stockage/transport  du Ferritine
fer
Meétabolisme du Ppa
phosphate p
Homéostasie redox AhpC | AhpF
Sérine/Thréonine kinase PknB StkP
Divers ThiJ Galu |© ﬂ%g—““ Pvdl | CbpC
PA0920,
. YjoA, . PA3238,
Fonction Inconnue VnfE Cj0681 | YgfB YhaH PA3347, 1
PA5205

Tableau 1 : Protéines phosphorylées sur la tyrosine identifiées par phosphoprotéomique.
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I1 Les polysaccharides bactériens extracellulaires

La plupart des microorganismes synthétisent plusieurs types de polysaccharides
incluant les polysaccharides intracellulaires servant généralement de réserves métaboliques
(glycogene), les polysaccharides structuraux participant a I’architecture de la paroi cellulaire
(lipopolysaccharides (LPS), peptidoglycanes, acides téichoiques) et les polysaccharides
extracellulaires offrant notamment un rdle de protection a la bactérie vis-a-vis de

I’environnement dans lequel elle évolue et contribuant a la virulence des bactéries pathogenes.

De nombreuses bactéries, autant a Gram-positif qu’a Gram-négatif, exportent des
polysaccharides. Les polysaccharides extracellulaires sont constitués de la répétition de
monomeres saccharidiques, soit d’un seul type (homopolysaccharides), soit de plusieurs types
(hétéropolysaccharides), auxquels peuvent étre fixés d’autres groupements tels que des
acétate, pyruvate, succinate, ou phosphate pour former généralement des polymeres
anioniques fortement hydratés, de masse moléculaire trés élevée comprise entre 10° Da et 10°
Da. Les hétéropolysaccharides représentent la tres grande majorité des polysaccharides
bactériens. Ils sont composés d’unités répétitives de 2 a 10 sucres de complexité variable et
peuvent étre ramifiés ou linéaires. Les monosaccharides les plus fréquemment rencontrés sont
le glucose, le galactose et le rhamnose pour les oses neutres, I’acide glucuronique et 1’acide

galacturonique pour les oses acides.

Les polysaccharides extracellulaires peuvent étre covalemment liés a la surface de la
bactérie au niveau de phospholipides ou du lipide A du LPS et appelés polysaccharides
capsulaires (CPS) ou étre retenus a la surface de la cellule par de faibles interactions, voire

méme relargués dans le milieu extracellulaire et appelés exopolysaccharides (EPS).

Les polysaccharides extracellulaires semblent conférer aux bactéries des facultés

d’adaptation importantes pour leur survie en milieu naturel et une protection contre les
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environnements hostiles. La grande diversité structurale des polysaccharides extracellulaires
microbiens témoigne de l'adaptation des microorganismes a des environnements trés
différents et il a été proposé que la capacité de production d'EPS constitue une réponse directe

aux pressions sélectives de I'environnement (Dudman, 1964).

En particulier, le caractére anionique des polysaccharides extracellulaires leur permet
de fixer des cations a la surface de la bactérie et de favoriser ainsi 1’apport en minéraux
essentiels et en nutriments nécessaires a la croissance bactérienne (Costerton et al., 1981) ou
de bloquer I’entrée d’ions métalliques toxiques. Ce type d’interaction est également impliqué
dans I’adhésion des bactéries sur des surfaces métalliques et la corrosion subséquente de ces
surfaces. La nature visqueuse de la couche de polysaccharides extracellulaires a également un
effet important sur les propriétés de diffusion des molécules entrant ou sortant de la cellule
(Allison and Matthews, 1992) et peut, par exemple, permettre de bloquer la pénétration
d’antibiotiques comme les peptides antimicrobiens cationiques (Campos et al., 2004). Ainsi,
la production d'EPS confere a Lactococcus lactis, une tolérance augmentée envers le cuivre,
la nisine et le lysozyme (Looijesteijn et al., 2001). De plus, les polysaccharides
extracellulaires assurent a la bactérie une protection contre la dessiccation de par leur

caractere fortement hydraté (Schnider-Keel et al., 2001).

Dans le cas des bactéries pathogenes, il a été démontré que les CPS étaient tres
souvent des facteurs de virulence essentiels. En effet, ils protégent la bactérie contre le
systéme immunitaire inné de I’hdte, en prévenant par exemple le contact entre le phagocyte et
la bactérie et en empéchant I’activation du complément. Les CPS conférent également une
résistance a la réponse immunitaire spécifique de I’hdte en masquant les structures
antigéniques a la surface de la bactérie et en la soustrayant ainsi a 1’action des anticorps
(Roberts, 1996). De plus, I’extréme variabilit¢ de la composition des polysaccharides
bactériens rend ces molécules trés faiblement immunogenes. Cette faible immunogénicité est
accentuée par le fait que les polysaccharides bactériens possedent certaines similarités avec
les glycolipides et les glycoprotéines présents chez la cellule-hdte (Weintraub, 2003). Les
CPS jouent également un role dans la virulence des bactéries en favorisant 1’adhérence de la
bactérie a 1’organisme-hote (Tosteson and Corpe, 1975) et en facilitant la formation de

biofilms qui permettent a leur tour de protéger les bactéries contre les antibiotiques.

Les polysaccharides extracellulaires présentent un intérét majeur pour 1’industrie

pharmaceutique. En effet, des mélanges de plusieurs sérotypes de CPS de bactéries
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pathogenes sont utilisés pour le développement de vaccins contre les maladies infectieuses
d’origine bactérienne (Pletz et al., 2008 ; Schaffer and Lee, 2009). D’autre part, il a été
remarqué que certains polysaccharides bactériens possedent des propriétés antitumorale,
antivirale, anticoagulante et immunostimulante (Suzuki et al., 1994 ; Smelcerovic et al.,
2008). Les EPS sont aussi utilis€és dans I’industrie agroalimentaire et 1’industrie cosmétique
pour leur propriétés viscosifiante, stabilisante et émulsifiante afin d’améliorer la texture des
produits (Rosenberg and Ron, 1997 ; Becker et al., 1998). Les polysaccharides
extracellulaires bactériens jouent également un rdle écologique dans la décontamination des
métaux lourds. En effet, la nature anionique de la couche de polysaccharides permet aux
bactéries de capturer des ions métalliques tels que Mn2+, Cd2+, Cu2+, C02+, Zn*t (Mohamed,

2001 ; Lyer et al., 2005).

La production de polysaccharides extracellulaires représente un défi majeur de
transport cellulaire. En effet, ces polyméres hydrophiles de trés haut poids moléculaire
doivent étre assemblés dans un processus traversant la membrane interne, une couche de
peptidoglycane et éventuellement la membrane externe dans le cas des bactéries a Gram-
négatif, tout cela sans compromettre I’intégrité des membranes cellulaires. Malgré la trés
grande variabilité de structure des polysaccharides extracellulaires - rien que chez E. coli, il
existe 80 sérotypes de CPS différents - 1’éventail de stratégies de biosynthese, d’assemblage
et d’export de ces polysaccharides est trés limité puisque seulement deux mécanismes
généraux ont été décrits pour assurer la biosynthése de la plupart des polysaccharides

extracellulaires (Cuthbertson et al., 2009).

Le systtme Wzy-dépendant est le mécanisme de biosyntheése des polysaccharides
extracellulaires le plus répandu. Il contribue notamment a la biosynthése des capsules de
groupe I et IV chez E. coli (Whitfield, 2006). Dans ce systeme, les sous-unités répétitives
seraient construites une a une, dans le cytoplasme, par des glycosyltransférases, a partir d’un
accepteur lipidique, 1’'undécaprénol diphosphate (und-PP). La sous-unité¢ liée a 1’'und-PP

nouvellement synthétisée, serait ensuite exportée a travers la membrane interne grace a une

1
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flippase (Wzx chez E. coli) dont le mécanisme d’action reste inconnu. La polymérisation se
déroulerait ensuite au niveau du périplasme, sous-unité apres sous-unité, par I’intermédiaire
d’une polymérase (Wzy chez E. coli) (Woodward et al., 2010). La polymérisation est
également influencée par une protéine appartenant a la famille des PCP2a (Wzc chez E. coli)
qui détermine la longueur du polymere final. Le rdle de cette protéine ne semble cependant
pas se limiter a la polymérisation et apparait beaucoup plus complexe. En effet, chez E. coli,
cette protéine appartient a la famille des BY-kinases et joue un rdle essentiel dans la
translocation du polysaccharide du périplasme a la surface de la cellule, en partenariat avec
une protéine de la famille des OPX (Outer membrane Polysaccharide eXport) (Wza chez E.
coli) (Fig. 12 A). La structure du complexe Wza-Wzc d’E. coli K30, obtenue par
cryomicroscopie électronique, suggere que ce complexe formerait un échafaudage
moléculaire traversant 1’enveloppe cellulaire. 1l est composé de I’association d’un octamere
de Wza formant un canal constitué¢ d’hélices o amphipathiques traversant la membrane

externe et d’un tétramere de Wzc (Fig. 13).

outer membrane

RLTETI R,

inner membrane

Figure 12: Schéma récapitulatif de la biosynthése des polysaccharides extracellulaires par les
systemes : (A) Wzy-dépendant et (B) ABC-transporteur-dépendant (Withfield 2010). GTs:
glycosyltransférases.
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Figure 13 : (A) Structure cristallographique de Wza. Wza s’assemble en octamére pour former un pore. (B)
Structure du complexe Wza-Wzc obtenue par cryomicroscopie. (C) Superposition de la structure
cristallographique de Wza et de la structure cryomicroscopique de Wzc avec la structure
cryomicroscopique du complexe Wza-Wzc.

I1.1.3.2 Le systeme ABC-transporteur-dépendant

Le systtme ABC-transporteur-dépendant (ATP Binding Cassette-transporteur-
dépendant) contribue, en particulier, a la biosyntheése des capsules de groupe II et III d’E. coli
(Whitfield, 2006). Dans ce systeme, la polymérisation de la chaine polysaccharidique
s’effectue sur un accepteur lipidique et est réalisée enticrement dans le cytoplasme, par
addition séquentielle de sucres sur I’extrémité non réductrice de la chalne naissante par des
glycosyltransférases. La nature exacte de ’accepteur lipidique n’est pas établie. En revanche,
il a été observé que le polysaccharide exporté est fixé a un résidu diacylglycérophosphate. Il
est donc probable que ce résidu terminal serve d’accepteur pour la croissance de la chaine. Le

polymere synthétisé est alors exporté a travers la membrane cytoplasmique par I’intermédiaire
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d’un ABC-transporteur. La translocation du polysaccharide a travers le périplasme vers la
surface de la cellule nécessite ensuite la présence de deux autres protéines, une copolymérase
de la famille des PCP-3 et un membre de la famille des OPX. Un oligomere de la protéine de
la famille des OPX jouerait le réle de canal tandis que la copolymérase de la famille des PCP3
jouerait le role de protéine adaptatrice reliant I’ABC transporteur au canal formé par
I’oligomeére d’OPX et agissant comme une pompe (Fig. 12 B). Ce systéme ressemble ainsi au
complexe Wza-Wzc retrouvé dans le systétme Wzy-dépendant. Il apparait donc que si les
étapes précoces de biosynthese des polysaccharides extracellulaires varient entre le systeme
ABC-transporteur et le systtme Wzy-dépendant, 1’étape d’export présente au contraire des

similarités en impliquant dans les deux cas des membres de la famille des PCP et des OPX.

La biosynthése de quelques exopolysaccharides, dont notamment les poly-f3-1,6-N-
acétyl-D-glucosamines, la cellulose, et 1’alginate de P. aeruginosa, different des modéles
Wzy-dépendant et ABC-transporteur-dépendant. En effet, les génes impliqués dans la voie de
biosynthése de ces polysaccharides ne codent pas pour des protéines homologues aux
protéines constituant ces deux grandes voies de biosynthése et d’export des polysaccharides
extracellulaires. Récemment, une étude a révélé que la protéine AlgK, impliquée dans la
biosynthése de 1’alginate, était une lipoprotéine structurée en motif TPR (tetratricopeptide
repeat) et contribuait a la localisation, dans la membrane externe, de la protéine AIgE, une
porine présentant une structure en tonneaux 3 impliquée dans 1’export de 1’alginate vers le
milieu extracellulaire. Il est donc proposé que les protéines AlgK et AlgE s’assemblent pour
former un nouveau systeme de sécrétion d’exopolysaccharides, dans lequel le motif TPR
d’AlgK agirait comme un échafaudage pour 1’assemblage d’un complexe multiprotéique
nécessaire a la biosynthése de 1’alginate et le domaine porine d’AlgE faciliterait le transport

de I’alginate a travers la membrane externe (Keiski et al., 2010).

On peut également signaler que la synthése de certains homopolysaccharides tels que
le dextrane, l’alternane et le levane est réalisée extracellulairement (Vanhooren and
Vandamme, 1998) par des enzymes excrétées par la bactérie et ne nécessite donc pas de

systéme de transport.
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La bactérie E. coli K12 synthétise, dans certaines conditions, un exopolysaccharide
appelé acide colanique. L'acide colanique est un hétéropolysaccharide composé d'un
enchainement répétitif d'une sous-unité oligosaccharidique ramifiée (sous-unité E). La sous-
unit¢ E est composée de 4 sucres différents (Ile D-glucose, le D-galactose, le D-acide
glucuronique et le L-fucose) modifiés par des groupements acétyles et pyruvyles (Stevenson

et al., 1996) (Fig. 14).
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Figure 14 : Structure de la sous-unité E de 1’acide colanique. Fuc : L-fucose, Gal : D-galactose, GIcA : D-
acide glucuronique, Glc : D-glucose, OAc : O-acétyle, Pyr : pyruvate li¢ au galactose.

Le processus de biosynthése de l'acide colanique s’effectue selon le systeme Wzy-
dépendant et est donc comparable a celui des capsules de groupe I et IV. 1l peut étre divisé en

quatre étapes, caractérisées par leur localisation cellulaire (Fig. 15 et 16) :

Au niveau du cytoplasme :

Les unités répétitives nucléotide-sucre nécessaires a la sous-unité E sont synthétisées
par diverses enzymes. Des quatre nucléotide-sucres utilisés pour la synthése de 1’acide
colanique, seul le GDP-fucose est uniquement impliqué dans cette biosynthese et est, par

conséquent, produit par des geénes localisés dans 1’opéron responsable de la synthése de



I’acide colanique. Il dérive du mannose 6-phosphate et est synthétisé¢ grace a l'activité de 4
protéines : ManB, ManC, Gmd et Fcl/WcaG (Andrianopoulos et al., 1998). Les trois autres
nucléotide-sucres, I’'UDP-galactose, ’'UDP-glucose et ’'UDP-acide glucuronique sont utilisés
dans d’autres métabolismes et donc synthétisés par les produits des génes de ménage GalU,

GalT, GalK, GalE et Ugd (Fig. 16).

Au niveau de la face cytoplasmique de la membrane interne :

Dans cette étape, la sous-unité E est assemblée sur le transporteur lipidique
undécaprénol diphosphate (Johnson and Wilson, 1977). Le premier nucléotide-sucre fixé sur
I’undécaprénol diphosphate est le glucose-1-phosphate grace a la protéine Wcal (Fig. 16). Sur
la base d’alignements de séquences, il semblerait que les cinq genes wcad , wcaC, wcakE,
weal et weal codent pour des glycosyltransférases qui seraient responsables du transfert

séquentiel des sucres suivants sur la sous-unité E naissante.

L’acétylation semble impliquer les protéines WcaB et WcaF (Fig. 16). En effet, ces
deux protéines sont homologues a certaines protéines possédant une activité acétyltransférase
et fixeraient donc deux groupements acétyles : un sur le premier fucose et un sur le galactose
distal de la ramification de la sous-unité E pour ensuite permettre la fixation du pyruvate. La
protéine WcaK présente une homologie de séquence avec la protéine CsaB de B. subtilis qui
fait partie de la famille des hydrolases NUDIX (NUcleoside DIphosphate linked to some
other moiety X) et est impliquée dans l’addition d’un groupement pyruvate sur le
peptidoglycane de B. subtilis. La protéine WcaK serait donc capable de fixer le pyruvate sur
le galactose acétylé de 1’acide colanique grice a une activité pyruvyltransférase (Fig. 16)

(Mesnage et al., 2000).

Au niveau de la face périplasmique de la membrane interne :

Cette étape permet le transfert de la sous-unité E fixée sur I’'undécaprénol diphosphate
a travers la membrane interne et la polymérisation du polysaccharide au niveau du
périplasme. Il semble que les protéines Wzx et WcaD (aussi appelée Wzy) soient
responsables de cette fonction. La protéine Wzx est supposée €tre une flippase et la protéine

WcaD semble agir en tant que polymérase (Fig. 15) (Whitfield and Paiment, 2003).
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Au niveau des membranes interne et externe :

Lors de cette derniere étape, l'acide colanique est transloqué a travers la membrane
externe et relargué dans le milieu extérieur. Ce phénomeéne serait assuré par le duo de
protéines Wza et Wzc (Fig. 15). Cependant, le rdle précis de chacune de ces protéines reste
encore inconnu. Wza semble impliquée dans D’export du polysaccharide a travers la
membrane externe. La BY-kinase Wzc est également une co-polymérase qui semble
participer a la régulation de la longueur du polysaccharide et & son export (Obadia et al.,
2007) (voir section I1.3). Il est intéressant de noter qu’une protéine cytoplasmique, la protéine
Wzb, affecte la fonction de la protéine Wzc. Wzb est une phosphotyrosine-phosphatase
capable de déphosphoryler Wzc (Vincent et al., 1999). Elle participe ainsi a la régulation de la
quantité¢ d’acide colanique produit (Obadia et al., 2007). Cependant, il n’est pas exclu qu’elle
puisse ¢galement déphosphoryler ’'und-PP et participer ainsi a son recyclage en und-P apres

la polymérisation (Bugert and Geider, 1997).
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Figure 15 : Mod¢le de la biosynthése et de ’assemblage de 1’acide colanique chez E. coli K12 (Whitfield,
2006).
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Figure 16 : Voie de biosynthése de I’acide colanique (inspirée de Stevenson et al., 1996). AcCoA :
acétyl coenzyme A, CAP : acide colanique polymérase, Fru : fructose, GFS : GDP-L-fucose synthase,
GK : galactokinase, GLK : glucokinase, GMP : GDP-D-mannose pyrophosphorylase, GMD : GDP-D-
mannose déshydratase, Man: D-mannose, PEP: phosphoénolpyruvate, PGI: phosphoglucose
isomérase, PGM: phosphoglucomutase, PMI: phosphomannose isomérase, PMM :
phosphomannomutase, UGD : UDP-D-glucose déshydrogénase, UGE : UDP-D-galactose-4-épimérase,
UGP : UDP-D-glucose pyrophosporylase, UGT : UTP-D-galactose-1-phosphate uridylyl transférase.
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L’opéron cps (Capsular Polysaccharide Synthesis) est un opéron de 21 kpb composé

de 19 génes co-transcrits situé a la 46°™ minute du chromosome d’E. coli K12 (Fig. 17).

wza wzb  wzc AB C D EFgmd GH 1 manC manB J wzx K L
orf#: 1 2 3 45 6 7 8910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

I cxport/volymeérisation [ Glycosyitransférase | Autres fonctions

Figure 17 : Organisation de I’opéron cps responsable de la synthése de 1’acide colanique.

L'acide colanique est produit par la bactérie E. coli a un faible taux basal, mais de
nombreuses stimulations du milieu extérieur augmentent sa production. Une faible
température (10-20°C) et un pH optimal compris entre 7 et 7,5 permettent d'augmenter le taux

de production d'acide colanique (Yeh and Chen, 2004).

La régulation de I’expression de 1’opéron cps s'opére par le systéme de transduction du
signal Res (Regulatory of Capsular Synthesis) (Gottesman et al., 1985). Ce systéme permet
également d'activer I'expression de genes absents de l'opéron cps et nécessaires a la
production d'acide colanique comme le géne codant pour la protéine Ugd (Mouslim and
Groisman, 2003). Le systeme Rcs fait intervenir trois protéines : RcsA, RcsB et ResC. La
protéine RcsB est activée par la protéine membranaire RcsC suite a un transfert d'un
groupement phosphate au niveau d'un aspartate dans son domaine N-terminal (Gottesman et
al., 1985). Le complexe RcsA/RcsB-phosphorylée se forme alors dans la cellule (Wehland
and Bernhard, 2000) et peut se lier sur le génome au niveau de la boite "rcs4B" (séquence
consensus : TaAGaatatTCctA) et initier la transcription de certains génes dont 1’opéron cps
(Fig. 18). La protéine RcsA est une protéine peu stable (demi-vie : 1 minute) soumise a la
dégradation par la protéase Lon (Stout et al., 1991). Cette protéine est donc le facteur limitant

de l'activation de 1'opéron cps.
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Figure 18 : Schéma d’activation de 1’opéron cps par le systéme Rcs.

Le systeme Rcs est activé en réponse a des stresses environnementaux touchant plus
particulierement ’intégrité de la membrane (stress hydrique, traitement a la chlorpromazine,
ajout d’ions zinc, abaissement de la température ou croissance sur une surface solide). Des
stresses métaboliques comme l'augmentation de la synthese d'UDP-glucose activent

également ce systeme (El-Kazzaz et al., 2004).

L’acide colanique permet a E. coli de résister aux chocs osmotiques et aux stresses
oxydants (Chen et al., 2004), aux hautes températures et a I’acidité (Mao et al., 2001), ainsi
qu’aux antibiotiques affectant la paroi (B-lactames) (Sailer et al., 2003). Il augmente
également la survie des E. coli entérohémorragiques (EHEC) dans les fluides

gastrointestinaux (Mao et al., 2006).

L’acide colanique est également impliqué dans la formation des biofilms. La bactérie
dénuée d’acide colanique adhere tout d’abord sur la surface. En effet, le systeme Rcs, qui
active la synthése de l'acide colanique, inhibe la formation des curli nécessaires pour
l'adhésion de la bactérie aux surfaces. L’exopolysaccharide est synthétisé durant le
développement du biofilm pour permettre 1’acquisition de la structure tridimensionnelle de ce

dernier (Danese et al., 2000 ; Prigent and Morin, 2000 ; Hanna et al., 2003).

E. coli K12 n’est pas une bactérie "GRAS" (Generally Recognized As Safe) et donc
’acide colanique ne peut pas étre utilisé a des fins technologiques et industrielles. Cependant,

étant donnée la conservation observée dans les geénes et les mécanismes de biosynthése des
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EPS, cette bactérie représente un excellent modele d’étude de ces mécanismes de biosynthése
afin de développer des applications biotechnologiques et/ou médicales chez d’autres bactéries

pathogenes ou d’intérét industriel.

Ces dernieres années, il a été clairement démontré que ’activité tyrosine-kinase des
BY-kinases joue un réle majeur dans la biosynthese des polysaccharides extracellulaires du
systeme Wzy-dépendant. Cependant, I’effet de cette phosphorylation semble étre complexe et
a conduit a des observations divergentes selon la souche étudiée. En effet, certaines études
montrent une régulation positive de la quantité¢ de polysaccharides extracellulaires produite,
par phosphorylation des BY-kinases (Wugeditsch et al., 2001 ; Bender et al., 2003 ; Morona
et al., 2003), tandis qu’a I’inverse d’autres études indiquent que la forme non phosphorylée
des BY-kinases est nécessaire a la production des polysaccharides extracellulaires (Vincent et
al., 2000 ; Niemeyer and Becker, 2001 ; Nakar and Gutnick, 2003). De manicre surprenante,
il a été observé qu’un motif de Walker A fonctionnel, capable de fixer ’ATP, était nécessaire
a Dactivité des BY-kinases dans la biosynthése des polysaccharides extracellulaires, et ce
indépendamment de son role dans leur autophosphorylation (Morona et al., 2000a ; Niemeyer
and Becker, 2001 ; Wugeditsch et al., 2001 ; Obadia et al., 2007). En effet, la mutation de la
lysine du Walker A des BY-kinases résulte en une diminution considérable, voire une
abolition totale, de la biosynthése des polysaccharides extracellulaires alors qu’a I’inverse
I’expression de la forme non phosphorylée des BY-kinases conduit a une production normale

de polysaccharides.

Chez S. pneumoniae RX1, il a été démontré que la mutation des tyrosines du tyrosine
cluster de CpsD conduisait a 1’obtention d’un phénotype tres mucoide (Morona et al., 2003).
Ce phénotype mucoide coincide avec une diminution de la quantité de polysaccharide produit
mais également avec une diminution de sa taille modifiant ainsi les propriétés physiques et
rhéologiques du polymeére et expliquant 1’aspect mucoide obtenu. L’autophosphorylation de
CpsD conduit donc a une régulation positive de la quantité et de la taille des polysaccharides
produits chez S. pneumoniae RX1. De la méme manicre, une corrélation positive entre la
phosphorylation de CpsD et la quantité de capsule exprimée a été mise en évidence chez S.

pneumoniae D39 (Bender et al., 2003). De plus, la phosphorylation d’au moins trois tyrosines



du tyrosine cluster de CpsD semble nécessaire a la production correcte des polysaccharides
capsulaires (Morona et al., 2003). En effet, lorsque deux ou trois tyrosines du tyrosine cluster
sont mutées, la colonie présente un phénotype mucoide semblable a celui obtenu pour la
mutation des quatre tyrosines. A 1’inverse, lorsqu’une seule tyrosine est mutée, la colonie est

identique a la souche sauvage.

Chez S. meliloti, il a été observé que la mutation du site de fixation de I’ATP d’ExoP
induit non seulement une diminution importante de la quantité¢ de succinoglycane produite,
mais modifie également son état de polymérisation (Niemeyer and Becker, 2001). En effet,
une souche sauvage produit un mélange de monomeres, dimeres et trimeres de la sous-unité
octasaccharidique. A I’inverse, la souche exprimant ExoP mutée sur son site de fixation de
I’ATP ne produit que des monomeres, indiquant que cette mutation affecte la fonction co-
polymérase de la protéine. D’autre part, la mutation des tyrosines 505 et 758 d’ExoP conduit
a une légere diminution de la production totale de succinoglycane mais surtout a la
modification du rapport LMW/HMW des succinoglycanes en faveur des LMW.
L’autophosphorylation d’ExoP régule donc positivement la quantité et principalement la taille

des succinoglycanes produits.

Acinetobacter Iwoffii RAG-1 produit un polysaccharide extracellulaire appelé
émulsane, tres étudié pour ses propriétés émulsifiantes. L’expression de la protéine Wzc,
mutée sur les tyrosines de son tyrosine cluster, conduit a I’obtention d’une activité
émulsifiante diminuée de 75% (Nakar and Gutnick, 2003). Ce mutant produit une
anormalement grande quantit¢ d’un exopolysaccharide de trés haut poids moléculaire
conférant un aspect tres visqueux aux colonies. Les auteurs proposent donc un modele dans
lequel la forme non phosphorylée de Wzc permettrait d’initier la polymérisation et le
transport du polymere vers I’extérieur de la cellule tandis que la phosphorylation de Wzc

bloquerait la polymérisation et le transport, définissant ainsi la taille de 1’émulsane.

Chez E. coli K30, I’autophosphorylation de Wzc semble essentielle a la syntheése de la
capsule de groupe I puisque la délétion du tyrosine cluster de Wzc conduit a I’absence de
capsule. Ceci suggere que la phosphorylation de ses tyrosines est nécessaire a 1’activité co-
polymérase de Wzc (Wugeditsch et al., 2001). Une étude plus détaillée du rdle de chaque
tyrosine du tyrosine cluster de Wzc a été réalisée et conclut que la présence d’une seule
tyrosine phosphorylée, quelle que soit sa position dans le tyrosine cluster, n’est pas suffisante

pour permettre I’expression de la capsule. De fagon analogue, il a ét¢ démontré que la
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mutation d’une seule tyrosine du tyrosine cluster n’affecte pas la capacité¢ d’E. coli a produire
de la capsule. En revanche, des combinaisons de mutations altérant de deux a cinq tyrosines
affectent la production de capsule. Il semble donc que I’activité co-polymérase de Wzc soit
influencée par son niveau global de phosphorylation, plutdét que par la phosphorylation

précise d’une combinaison de résidus (Paiment et al., 2002).

Au contraire, chez E. coli K12, la forme déphosphorylée de Wzc semble favoriser la
biosynthese de I’acide colanique tandis que la forme phosphorylée semble prévenir la
production de cet exopolysaccharide (Vincent et al., 2000). En effet, la mutation de la tyrosine
interne 569 et du tyrosine cluster en phénylalanine, mimant un état déphosphorylé, n’affecte
pas ou tres peu la production d’acide colanique, alors que la mutation des tyrosines du
tyrosine cluster en acide glutamique, mimant un état phosphorylé, provoque une réduction de
90% de la quantité d’acide colanique produit (Obadia et al., 2007). De plus, le tyrosine cluster
lui-méme semble étre un élément déterminant de la synthese de l'acide colanique puisque sa
délétion conduit a une suppression totale de la production d’acide colanique. Il a également
été remarqué que la phosphorylation de Wzc influencait la distribution de taille de I’acide
colanique. En effet, une souche exprimant les tyrosines du tyrosine cluster mutées en
phénylalanine présente un type d’acide colanique beaucoup moins dispersé (1300 = 200kDa)
que celui de la souche sauvage (1300 + 700kDa). Les deux états de phosphorylation et
déphosphorylation de la protéine Wzc sont donc importants pour la biosynthése correcte de
I’acide colanique. La production d’acide colanique n’est donc pas régulée par phosphorylation
selon un mécanisme on/off comparable & un « interrupteur », mais plutét par ’alternance
cyclique de la phosphorylation/déphosphorylation de Wzc régulant a la fois la quantité et la

taille du polymere.

Il est important de noter que toutes ces études ne tiennent pas compte de l'influence
des mutations des BY-kinases sur la phosphorylation de leurs substrats comme par exemple la
protéine Ugd chez E. coli. Toutes les observations faites ne sont donc pas forcément
imputables a un effet direct de la mutation sur l'activité de la BY-kinase elle-méme mais
peuvent aussi étre attribuées a des effets indirects dis a la modification de la phosphorylation

des substrats et, par conséquent, de leur activité.
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III La résistance aux antibiotiques cationiques de type

polymyxine

Les bactéries sont capables de résister a la présence d’antibiotiques dans leur
environnement. Ces capacités de résistance peuvent étre naturelles, c'est-a-dire programmées
sur le génome bactérien, ou bien acquises, suite a une mutation génétique aléatoire ou a un
échange de geénes avec une autre bactérie. Différentes stratégies sont utilisées par les cellules

bactériennes pour développer un mécanisme de résistance a un antibiotique :

- la modification de l'antibiotique : les bactéries peuvent acquérir une enzyme qui

inactive I’antibiotique (ex : inactivation de la pénicilline par production de -lactamase).

- la mutation de la cible de I'antibiotique : les antibiotiques agissent en se fixant sur
une cible précise de la bactérie (paroi, ribosome, enzyme...). La présence d'une modification
au niveau du site de fixation de I’antibiotique due a une mutation génétique peut empécher la
liaison de l'antibiotique a sa cible et donc le rendre inefficace (ex: la résistance a la
streptomycine provient d’une modification d’une protéine ribosomique de sorte qu’elle ne

puisse plus s’y fixer et inhiber la synthése protéique).

- la réduction de la perméabilité membranaire : chez les bactéries a Gram-négatif, la
barriere constituée par le lipopolysaccharide (LPS) s'oppose a la pénétration des antibiotiques
par diffusion. En revanche, des porines, protéines formant des canaux, permettent le passage
de certaines molécules dont les antibiotiques. Les bactéries peuvent acquérir des mutations
entrainant des modifications quantitatives ou qualitatives de ces porines et ainsi bloquer

I’entrée des antibiotiques dans la cellule.

- I'efflux des antibiotiques : les bactéries peuvent produire des protéines membranaires
capables d'éliminer les antibiotiques par pompage actif hors de la cellule (c'est l'un des

principaux mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa).

Généralement les résistances acquises ne concernent que quelques souches d'une
méme espece, mais la généralisation de la résistance a toute une population de bactéries peut
étre provoquée par une surexposition de cette population a l'antibiotique et conduire a une

évolution par sélection naturelle. Si une bactérie est porteuse de plusieurs genes de résistance
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pour différentes familles d’antibiotiques, elle est appelée multirésistante. La propagation des
souches bactériennes multirésistantes aux antibiotiques est ['un des sujets les plus
préoccupants en médecine actuellement. En effet, il s’agit d’un probléme trés vaste qui touche
toutes les infections aussi bien nosocomiales que communautaires et qui constitue une menace

de santé publique pour les années a venir.

Les peptides antimicrobiens cationiques sont 1’'un des éléments clefs de la défense
immunitaire innée des organismes multicellulaires animaux et végétaux (Hoffmann et al.,
1999). Plus de 600 peptides antimicrobiens cationiques ont €té identifiés. Ils comportent en
moyenne de 20 a 50 acides aminés, uniquement de type lévogyre, et possédent un caractere
cationique et des propriétés amphiphiles (Hancock, 1999). La plupart des peptides
antimicrobiens cationiques ont une activité¢ antimicrobienne a large spectre couvrant la
majorité des especes bactériennes et fongiques, voire des virus enveloppés et des protozoaires
(Hancock, 2001). Les peptides antimicrobiens cationiques présentent de grandes diversités
structurales et peuvent étre classés en trois catégories selon leur structure et leur composition

en acides aminés :

- les peptides linéaires formant des hélices o. Les cécropines et les magainines
sont les prototypes de cette famille de peptides trés fortement cationiques
(Berkowitz et al., 1990).

- les peptides cycliques, souvent riches en cystéine, formant ainsi un ou
plusieurs ponts disulfure. Parmi eux figurent les défensines o et [ des
mammiferes, des insectes et des plantes.

- la troisieme famille, trés hétérogéne, rassemble des peptides dont la
composition est dominée par un type d’acide aminé: (i) I’histidine dans les
histatines trouvées dans la salive humaine, (ii) le tryptophane dans Iles
indolicidines de bovin et (iii) la proline et la glycine dans de nombreux peptides

produit par les insectes.

Le mode d'action de ces peptides antimicrobiens est surtout bien connu pour les
peptides a hélice a tels que les cécropines et les magainines qui tuent les microorganismes en
perméabilisant leur membrane par un effet de type détergent accompagné de la formation de
pores (Fig. 19). La spécificité d’action des peptides antimicrobiens repose principalement sur

les différences de composition et de propriétés physicochimiques qui distinguent les
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membranes microbiennes de celles des cellules de 1’hote. Nous pouvons cependant noter que
certains peptides ne semblent pas agir en perméabilisant les membranes des microorganismes
mais via une interaction spécifique avec des récepteurs membranaires ou en pénétrant dans la

cellule et en interférant avec le métabolisme de la bactérie (Brogden, 2005).
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Figure 19: Mode d’action des peptides antimicrobiens cationiques (Copyright © 2005 Antimicrobial Peptides
Laboratory , BBCM - University of Trieste).

Enfin, il est important de souligner que les peptides cationiques sont des effecteurs
multifonctionnels participant également a I’activation des voies de I’immunité adaptative et a
la modulation des réponses inflammatoires (Scott and Hancock, 2000 ; Guani-Guerra et al.,

2010).

Les polymyxines A, B, C, D, E, F, K, M, P, S et T sont des peptides cationiques
cycliques qui ont été isolés de la bactérie Bacillus polymyxa. Ces molécules sont utilisées

comme antibiotiques depuis 60 ans et agissent préférentiellement sur les bactéries a Gram-
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négatif (Storm et al., 1977). De nos jours, seules la polymyxine B et la polymyxine E (ou

colistine) sont utilisées en traitement thérapeutique.

La polymyxine B, comme tous les peptides antimicrobiens cationiques, possede un
domaine cationique et un domaine lipophile (Fig. 20). Le domaine cationique de la
polymyxine B s’associe a la surface des bactéries a Gram-négatif par interactions
¢électrostatiques avec les groupements chargés négativement du LPS. Puis, grice a son
caractere amphipathique, la polymyxine B s’ins¢re dans la membrane perturbant sa structure
et sa perméabilité. Cette perturbation détruit la barriere osmotique de la bactérie et conduit a

la lyse de la cellule.

La polymyxine B est active envers de nombreuses bactéries a Gram-négatif

(Bordetella, Enterobacter, Klebsiella, Pasteurella, Salmonella, Shigella, Vibrio etc.).
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Figure 20 : Structure de la polymyxine B sulfate

Certaines especes bactériennes sont constitutivement résistantes a la polymyxine. Par
exemple, il a été démontré que la bactérie Brucella abortus est capable de résister a cet
antibiotique dans des conditions de culture standard grace a son systéme a deux-composants

BvrS/BvrR. Ce systéme de transduction du signal joue un role dans le maintien de I’intégrité

- 49 -



de la membrane externe de la bactérie (Manterola et al., 2005). De méme, la bactérie
Neisseria meningitidis présente un niveau intrinséque de résistance aux antibiotiques
cationiques élevé. Il a été mis en évidence que cette capacité de résistance était liée a I’opéron
mtrCDE qui code pour une pompe a efflux (MDR multidrug resistance transporter) (Tzeng et

al., 2005).

D’autres bactéries sont capables de développer, dans des conditions de culture
spécifiques, différentes stratégies de résistance aux peptides antimicrobiens cationiques. Il a
par exemple été observé que la couche d’exopolysaccharides pouvait protéger la bactérie K.
pneumoniae des peptides antimicrobiens cationiques en limitant la diffusion de molécules
extérieures vers I’intérieur de la cellule (Bengoechea et al., 2002). Il a également été mis en
évidence que chez Bifidobacterium breve, la co-expression de deux geénes, codant pour des
protéines homologues aux membres de la famille des ABC transporteurs permettait
d’augmenter fortement la résistance de la bactérie a la polymyxine (Margolles et al., 2006).
Enfin, un autre mécanisme adopté par les bactéries pour se soustraire a 1’action des peptides
antimicrobiens cationiques repose sur la modification de leur LPS. 1l s’agit de la stratégie la

plus documentée que nous allons détailler dans les paragraphes suivants.

Le processus majeur adopté par les bactéries pathogénes a Gram-négatif pour
échapper aux peptides cationiques antimicrobiens produit par le systtme immunitaire inné de
I’hote est la modification du lipide A de leur LPS par addition d’un composé particulier, le 4-
amino-4-désoxy-L-arabinose (L-Ara4N) (Vaara, 1981). Cette modification est un processus
complexe qui nécessite la participation de plusieurs enzymes (Ugd, ArmA, ArnB, AnrC,
ArnT...). Dans un premier temps, la protéine Ugd catalyse la formation d’UDP acide-
glucuronique a partir d’UDP-glucose. Puis le composé est modifié par une enzyme
bifonctionnelle : ArnA. L’extrémité C-terminale de la protéine ArnA catalyse la
décarboxylation oxydative NAD -dépendante de I’'UDP acide-glucuronique, formant ainsi de
I’UDP-4-ketopentose (ou UDP-Ara40). Le composé formé est alors converti en UDP-L-
Arad4N par I’aminotransférase ArnB. L’extrémité N-terminale de la protéine ArnA porte
I’activité formyltransférase de I’enzyme et catalyse la transformation de I"'UDP-L-Ara4N en

UDP-B-L-Ara4FN en présence de N-10-formyltétrahydrofolate. La protéine ArnC permet le
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Exposé bibliographique

transfert du résidu L-Ara4FN de la molécule d’UDP-B-L-Ara4dFN a 1’undécaprényl
phosphate, formant ainsi de I’undécaprényl phosphate-a-L-Ara4FN. Ensuite, la protéine ArnD
régule la déformylation de ce composé en undécaprényl phosphate-o-L-Ara4N. Aprés un
mécanisme de transport encore inconnu impliquant les protéines ArnE et ArnF, le groupement
L-Arad4N du lipide undécaprényl phosphate-a-L-Ara4N peut étre transféré sur les
groupements phosphates 1 et 4’ du lipide A du LPS par la protéine ArnT ( Trent et al., 2001b
; Breazeale et al., 2005) (Fig. 21 et 22).

La fixation du L-Ara4N diminue la charge négative nette du lipide A. Par conséquent,
les interactions ioniques LPS/L-Ara4N avec des peptides cationiques sont limitées, ce qui
permet a la bactérie de résister a leur toxicité en réduisant la pénétration de ces derniers dans

la cellule (Trent et al., 2001a ; Ernst et al., 2003).
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Figure 21 : Biosynthése de I’UDP-L-Ara-4N et transfert du motif L-Ara-4N sur le lipide A du LPS (Raetz
etal., 2007)
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La charge du lipide A du LPS peut également étre modifiée par fixation d’une ou deux
molécules de phosphoéthanolamine sur les groupements phosphate du lipide A (Zhou et al.,
2001) (Fig. 22). L’enzyme EptA transfére majoritairement un groupement
phosphoéthanolamine a partir de phosphatidyléthanolamine sur le phosphate 1 du lipide A,
mais peut également sous certaines conditions de culture ou en absence de L-Ara4N modifier
le phosphate 4°. L’incorporation de phosphoéthanolamine dans le lipide A d’E coli K12 n’est
observée qu’en conditions légerement acides alors que dans la souche pathogene E coli
O157:H7, cette modification est exprimée de fagon constitutive. E. coli et S. typhimurium
possedent également une seconde enzyme homologue a EtpA, la protéine EtpB capable de
fixer un groupement phosphoéthanolamine sur un résidu Kdo (acide 3-désoxy-D-manno-2-
octulosonique) du corps oligosaccharidique du LPS (Raetz et al., 2007). 1l a été démontré que
I’addition de phosphoéthanolamine pouvait également avoir lieu sur le phosphate de 1’heptose
I du corps oligosaccharidique du LPS de S. #yphimurium par ’intermédiaire de la protéine
CptA (Tamayo et al., 2005) (Fig. 22). L’implication de I’addition de phosphoéthanolamine
sur le lipide A du LPS dans la résistance a la polymyxine a été clairement établie chez
Salmonella enterica (Lee et al., 2004). Il semble que cette observation puisse étre généralisée
a ’ensemble des bactéries a Gram-négatif. L’addition de phosphoéthanolamine sur le lipide A
du LPS conduit probablement a une diminution de la charge négative globale du LPS et, par
conséquent, a une diminution de I’affinité des peptides cationiques antimicrobiens pour le
LPS. En revanche, la relation entre la résistance a la polymyxine et la modification des

résidus du corps oligosaccharidique du LPS (Kdo et heptose) est moins évidente.

Chez S. typhimurium, le résidu Heptose II du corps oligosaccharidique du LPS est
normalement phosphorylé par la protéine WaaY (aussi appelée RfaY). Dans certaines
conditions de culture, la phosphatase PmrG est exprimée et déphosphoryle le résidu Heptose
IT (Fig. 22) (Nishino et al., 2006). Le géne pmrG n’est pas essentiel pour la résistance de S.

typhimurium a la polymyxine. Cependant, il peut étre envisagé que la déphosphorylation de



I’heptose II du corps oligosaccharidique du LPS participe a la diminution globale des charges
négatives a I’extérieur de la cellule, et ainsi soustrait la bactérie a I’action des peptides

antimicrobiens cationiques.

Chez S. typhimurium, il a été démontré que la protéine PagP permet de modifier le
lipide A comportant normalement 6 chaines d’acide gras en un lipide A possédant 7 chaines
d’acide gras par ajout d’un résidu palmitate sur un groupement hydroxymyristate du lipide A
(Fig. 22). Cette modification favorise la résistance de la bactérie a certains peptides
antimicrobiens cationiques de type hélice o, mais n’a apparemment pas d’influence sur la
résistance a la polymyxine. Un homologue de PagP est retrouvé chez E. coli: il s’agit de la
protéine CrcA. Le transfert d’un acide gras (acide palmitique) supplémentaire sur le lipide A
renforce probablement I’imperméabilité de la membrane externe et doit prévenir 1’entrée des
peptides cationiques antimicrobiens, les empéchant ainsi d’endommager la membrane interne

(Bishop et al., 2000).

Chez C. jejuni, un nouveau mécanisme de modification du lipide A vient d’étre mis en
évidence (van Mourik et al., 2010). Il a été découvert que les protéines GnnA et GnnB sont
capables de remplacer une liaison ester entre une chaine d’acide gras et un sucre du lipide A
par une liaison amide (Fig. 22). La liaison amide augmenterait la stabilité et I’imperméabilité
de la membrane et permettrait ainsi d’améliorer la résistance de la bactérie aux peptides

antimicrobiens cationiques.
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Les mécanismes d’induction de la résistance a la polymyxine ont principalement été
étudiés chez E. coli et S. typhimurium. 11 a notamment été¢ décrit que ces deux bactéries
sensibles a la polymyxine dans des conditions de culture standards peuvent développer une

résistance a cet antibiotique dans des conditions de culture particuliéres. Ainsi, de faibles
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concentrations en Mg”", un pH légérement acide ainsi que la présence de Fe'" augmentent
significativement le niveau de résistance de S. #yphimurium a la polymyxine (Groisman,
2001). Ces différentes conditions de culture stimulent deux voies différentes de transduction
du signal de type « systeme a deux composants ». La premicre fait intervenir les protéines
PmrA/PmrB et répond a de fortes concentrations en Fe®* (Fig. 23). Un milieu riche en fer
active la protéine-kinase senseur PmrB, qui s’autophosphoryle puis transfére son groupement
phosphate sur la protéine régulatrice PmrA. Cette derniére, une fois phosphorylée, active la
transcription de nombreux génes comme le géne ugd (= pmrE) et I’opéron arn (= pbgPE ou
pmrHIJKLM), le géne pmrC (= eptA) et enfin le géne pmrG. Ces genes sont impliqués
respectivement dans la synthese du L-Ara4N, la synthése de la phosphoéthanolamine et la
déphosphorylation de I’Hep (1) chez S. typhimurium (Gunn et al., 1998). La seconde voie fait
intervenir les protéines PhoP/PhoQ. Elle est stimulée par de faibles concentrations en Mg”" et
un pH légérement acide. Dans ces conditions, la protéine senseur PhoQ, activée par
autophosphorylation, phosphoryle [I’activateur transcriptionnel PhoP, qui induit Ila
transcription de nombreux genes parmi lesquels le gene pmrD. La protéine PmrD active elle-
méme la voie PmrA/PmrB et conduit a I’activation transcriptionnelle des genes impliqués
dans la modification du LPS permettant la résistance a la polymyxine chez S. typhimurium

(Roland and Spitznagel, 1995 ; Groisman et al., 1997 ; Groisman, 2001) (Fig. 30).

Chez E. coli, il a été démontré que les deux systémes a deux composants PhoP/PhoQ
et PmrA/PmrB (parfois appelé BasR/BasS) étaient essentiels a la résistance a la polymyxine,
mais ces deux voies de transduction du signal semblent indépendantes 1’'une de 1’autre
(Winfield and Groisman, 2004) (Fig. 23). En effet, la protéine PmrD ne semble pas influencer
la voie PmrA/PmrB.
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Figure 23 : Schéma de I’activation des systémes a deux composants PmrA-PmrB et PhoP-PhoQ chez S.
typhimurium et E. coli (Winfield and Groisman, 2004).
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De plus, il semble que ces systemes a deux composants font partie d’un réseau de
régulation extrémement complexe en étant interconnectés a d’autres systémes a deux
composants (EvgS/EvgA, RcsC/RcsB, RstB/RstA, BasS/BasR) qui n’interviennent pas
directement dans la résistance aux antibiotiques cationiques (Eguchi and Utsumi, 2005) (Fig.
24). 1l est également démontré chez S. enferica qu’il peut y avoir association entre les
systemes de transduction RcsA/ResB, PhoQ/PhoP et PmrB/PmrA pour la transcription de
genes cibles, comme le géne ugd (Mouslim and Groisman, 2003). D’ailleurs, il a été rapporté
récemment que les s€quences consensus reconnues par les effecteurs transcriptionnels PmrA

et RcsB étaient assez similaires (Delgado et al., 2006).
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Figure 24 : Réseau de régulation croisée entre les différents systemes de transduction d'E. coli. Les ?
représentent des régulations inconnues.

I a été démontré que la BY-kinase Etk est indispensable a la résistance d’E. coli K12
a la polymyxine. En effet une souche d’E. coli inactivée sur le gene etk est incapable de

développer un phénotype de résistance a cet antibiotique (Lacour et al., 2006).

Au laboratoire, une ¢tude sur l’influence de la phosphorylation d’Etk dans la
résistance a la polymyxine a été entreprise (résultats non publiés). Il a été constaté que
’activité kinase de la protéine Etk est indispensable a la résistance a la polymyxine. En effet,

le niveau de résistance d’une souche exprimant la protéine Etk inactivée par mutation de la
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lysine de son Walker A est environ dix fois plus faible que celui de la souche exprimant la
protéine Etk sauvage. Dans les mémes conditions, une souche exprimant la protéine Etk
active mais non phosphorylable sur les tyrosines de son tyrosine cluster, présente un niveau
de résistance intermédiaire (20% contre 47% pour la sauvage), indiquant que 1’état de

phosphorylation de la protéine Etk semble également influencer la résistance a la polymyxine.

La caractérisation de la structure cristallographique d’Etk (Lee et al., 2008) a
également permis de formuler des hypothéses quant au mécanisme de régulation de la
résistance a la polymyxine par Etk. Les auteurs ont, en particulier, étudié I’influence du
mécanisme d’activation d’Etk (libération du site catalytique suite a 1’autophosphorylation de

la Tyr’”* et & la subséquente rotation de sa chaine latérale vers I’Arg®"*

) sur la capacité de
résistance d’E. coli a la polymyxine. IlIs ont observé qu’une souche d’E. coli exprimant la
protéine Etk Y574A (site catalytique libre) présente une résistance a la polymyxine
comparable a celle de la souche sauvage, tandis qu’une souche exprimant la protéine Etk
Y574F (interaction impossible avec Arg®'?, site catalytique non accessible) est trés sensible a
la polymyxine. De la méme maniere, une souche exprimant la protéine Etk R614A
(interaction impossible avec P-Y574, site catalytique encombré) perd sa capacité de résistance
a la polymyxine. Ceci suggere que la fonction kinase d’Etk est indispensable dans le
développement de la résistance a la polymyxine de la bactérie. Une étude tres préliminaire a

également montré que les résidus Lys'®, Arg'” et Arg™' du domaine RK étaient

indispensables a la résistance de la bactérie a la polymyxine.

En revanche, la BY-kinase Wzc ne semble pas impliquée dans la résistance d’E. coli
K12 a la polymyxine puisque I’inactivation du géne wzc ne modifie quasiment pas le niveau
de résistance de la bactérie a cet antibiotique. D’autre part, il a été¢ observé que 1’expression de
la protéine Wzc, dans une souche inactivée au niveau du gene etk, ne permet pas de restaurer
la résistance a la polymyxine. Il semble donc que les protéines Wzc et Etk, bien que fortement
homologues, ne sont pas interchangeables et ont chacune des propriétés particulieres qui leur

conferent un role spécifique au sein de la cellule bactérienne.

Le mécanisme par lequel Etk module la résistance a la polymyxine n’est pas encore
connu. Cependant, nous venons de voir que la protéine Ugd intervient dans la biosynthése du
L-Ara4N et, par conséquent, dans 1’un des processus majeurs de résistance a la polymyxine.
Or, il a été démontré que I’activité de la protéine Ugd est augmentée par phosphorylation par

la BY-kinase Wzc (Grangeasse et al., 2003). Nous pouvons donc envisager qu’Etk, comme
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Wzc, augmente ’activité catalytique d’Ugd par phosphorylation, et joue ainsi un rdle indirect
dans la résistance a la polymyxine en favorisant la production de L-Ara4N et sa subséquente
fixation sur le lipide A du LPS, empéchant ainsi la polymyxine de se fixer a la membrane
cellulaire. Etk pourrait également intervenir directement dans la résistance a la polymyxine.
En effet, chez E. coli, le géne etk appartient a un opéron de synthése de capsule de groupe 4
(Peleg et al., 2005). Or une étude réalisée chez K. pneumoniae montre que les polysaccharides
capsulaires augmentent la résistance a la polymyxine en limitant les interactions de cette

derniere avec la surface de la bactérie (Campos et al., 2004).
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I Matériels

Appareil PCR :

Bain sec :

Bain marie :

Balance :

Cassette d’autoradiographie :

Centrifugeuses :

Développeuse :
DLS :

Electrophorese en gel d'agarose :

Electrophorese en gel de polyacrylamide -

Electroporateur :

Evaporateur :

Générateur :

Incubateur :

Lyophilisateur :

pH-metre :

Sécheur de gel :

Sonicateur :

Spectrometre a scintillation liquide :

Spectrophotometres :

Transfert de gel :

Transilluminateur :

- MJ Mini (Biorad)

- Digital Heatblock (VWR)

- GD100 (Grant)

- PC2000 (Mettler Toledo)

- Biomax MS intensifying screen (Kodak)

- Centrifuge 5424 (Eppendorf)
- Multifuge 1S-R (Heraeus)
- RC 5B plus (Sorval)

- X-Omat 2000 processor (Kodak)

- Zetasizer Nano series (Malvern instruments)

- Run One (Embi Tec)

- Miniprotean III (BioRad)

- Pulse controller / Gene pulser (BioRad)
- Speevac RH40-11 (Savant)

- Model 1000/500 (BioRad)

- Minitron (Infors HT)

- Christ alpha 1-4 (BioBlock scientifique)
- WTW series pH 720 (Inolabo)

- Model 583 (BioRad)

- Sonifier 250 (Branson)

- Tri Carb 2100 TR (Packard)

- Biophotometer (Eppendorf)
- Infinite M1000 (Tecan)

- Transblot SD semi dry transfer cell (BioRad)

- Baby imager (Appligéne oncor)
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II Méthodes

Les souches d'E. coli utilisées sont répertoriées dans le tableau 2. Elles sont

conservées a -80°C dans leur milieu de culture additionné de glycérol a une concentration de

50%. Pour I'utilisation courante, les cultures d'E. coli sont effectuées en milieu liquide a 37°C

sous agitation.

Souches Génotypes Références
. . (Studier and
BL21 (DE3) HsdS gal (laclts85, indl, nin5, lacUV5-T7 genel Moffatt, 1986)
BL21 pREP4- , o (Amrein et al.,
9roESL F’, dmc, ompT, hsd S (¥ B m B) galA, pREP4 groESL 1995)
supE44, AlacU169, (080 AlacZAM15), hsdR17, recAl,
bH5a endAl, gyrA96, thi-1, relA1 (Hanahan, 1983)
R . (Yanisch-Perron
IM 83 F-ara A(lac-proAB) rpsL(Str”) (¢80 AlacZAM]15) thi
et al., 1985)
XL1-Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thirelAl lac, (Bullock et al.,
[proAB" lacl® lacZAM15 Tn10(tet")]) 1987)
E. coli Genetic
W3110 IN (rrnD-rrnG)1, rph-I, F-, A- Stock Center,

Yale university

Tableau 2 : Description des souches utilisées.

Le plasmide pQE30 (Fig. 25) est commercialisé par la société Qiagen. Il posséde un

site multiple de clonage (MCS) permettant de fusionner six résidus histidyles du coté N-

terminal de la protéine a étudier. L'expression de la protéine recombinante est sous la

dépendance d'une région comprenant le promoteur du phage T5 et deux séquences opératrices

lac. Par ailleurs, ce plasmide porte une cassette de résistance a I'ampicilline.
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P15 )-lac0-lae ©-RBSH ATGHGE MCS
|

Figure 25 : Organisation schématique du

£
g plasmide pQE30.
=5 pQE-30
3.4 kb
Col E1
Sma
Eco RI/RBS 6xHis Bam HI hl  Sacl Kpn | Xmo I Sal I Pstl Hind il
AGAGGATCG I - - GGATCCGCATGCGAGCTICGGTACCCCGGGTCGACCTIGCAGCCAAGCTT AATTAGCTGAG D

RGS-His epitope

Le plasmide pGEX-KT (Fig. 26) est commercialisé par la sociét¢ Amersham-
Biosciences. Il permet de fusionner la protéine Glutathion-S-transférase (GST) issue de
Schistosoma japonicum (Smith et al., 1986) a 'extrémité N-terminale de la protéine d'intérét
dont le gene peut étre cloné dans le site multiple de clonage situé a ’extrémité 3° du gene
codant pour la GST. Entre la GST et la protéine d'intérét, le plasmide code pour un site de
digestion a la thrombine. L'expression de la protéine recombinante est sous la dépendance
d'une région comprenant le promoteur fac et la séquence opératrice lac. Ce plasmide porte
également le geéne lacl? permettant de réprimer le systéme jusqu'a induction par I'IPTG. Ce

plasmide confere la résistance a I’ampicilline.

Thrombm

ILeu Val Pro Argr Gly Ser Pro Gly lle His Ar
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT CG, GAC TGA CTG ACG

BamH I~ gma ECoR| Stop codons

Pta
BspM |

pSj10ABam7Stop7

Figure 26 : Organisation schématique

du plasmide pGEX-KT.

Pstl

pGEX

~4900 bp

Nar |

EcoRV

BssH Il

Apa |

BR322
BstE Il pPRps

Miu |
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Le plasmide pGEX(M) a été construit au laboratoire et dérive du plasmide pGEX-KT
(Molle et al., 2004). Le fragment EcoR1l/BamHI de 321pb du plasmide pET19b a été inséré au

niveau des sites BamHI et EcoRI du site multiple de clonage du pGEX-KT. Il permet
d’introduire un site HindIIl dans le MCS.

Le plasmide pET15b est commercialisé par la Société Novagen (Fig. 27). Ce plasmide
permet de fusionner six résidus histidyles a I'extrémité N-terminale de la protéine d’intérét. Il
possede un site de coupure a la thrombine suivi du site de clonage multiple. L'expression de la
protéine hybride est sous la dépendance d'une région comprenant le promoteur du phage T7 et
la séquence opératrice lac. Ce plasmide exprime également le répresseur Lacl?, permettant

ainsi un meilleur contrdle de la surproduction de la protéine recombinante. Ce plasmide
confeére la résistance a I'ampicilline.

BamH 1(319)
Xho 1(324)
Nde 1(331)

pET-15b
(5708bp)

(Sp61-998) %

promoteur T7 opérateur lac

rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo | His*Tag

Ndel  Xhol BamH|
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGA

MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetLeuGluAspProAlaAlaAsnLysAlaArg

thrombine Terminateur T7

AAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
LysGluAlaGluLeuAlaAlaAlaThrAlaGluGInEnd

Figure 27 : Organisation schématique du plasmide pET15b.
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Le plasmide pUCI18 (Fig. 28) dérive du plasmide pBR322 et du phage M13mp18
(Yanisch-Perron et al., 1985). Ce vecteur comporte le géne /acZ codant pour le peptide o de
la B-galactosidase et permet ainsi une sélection par o-complémentation en présence de X-Gal.
Un site de clonage multiple a été inséré au niveau du geéne lacZ. Ce vecteur possede
également le géne /acl’ permettant de réprimer le systéme jusqu'a induction par 1'IPTG et

confere la résistance a I’ampicilline.

WS
Eco0109 2674 OstAPl 179 ol 18

I hed Bt
Aatll 2617 Ndrl[ 183 Sy
Sspl 250

Pt |

- = Hine 11
Ehel 235 vt
Sl

Hiwn Hi
Xt |
MCS S |
Kol
S|
Eoo Rl

Pdml 2294
Hegl 2215 \
Scal 277

Figure 28 : Organisation
schématique du plasmide

SUCIS, 2686 pb

Afl BspLUT1I 808

Gsul 1784

¢iriol 1779
Eco31l 1766
Eanm 1051 1684,

7

Le plasmide pUC18-rcs4 a été construit au laboratoire (Vincent et al., 2000). Un
fragment de 818 pb contenant le géne rcsd d’E. coli et sa région promotrice a été¢ amplifié par
PCR (Bullock et al., 1987), puis inséré dans le vecteur pUCI8 au niveau des sites de
restriction BamHI1/HindlIIL.

Le plasmide pREP4-groESL (Fig. 29) a été décrit par Amrein et al. (1995). Sa
construction a été effectuée a partir de I’opéron contenant les génes groES et groEL d’E. coli

et le plasmide pREP4 distribué par la société QIAGEN. Ce plasmide code pour le répresseur



Lacl?, permettant ainsi de controler le systéme d'expression des protéines chaperones GroES

et GroEL par induction a I'IPTG. Il porte aussi un gene de résistance a la kanamycine.

PREP4-groESL Figure 29 : Organisation schématique du
plasmide pREP4-groESL.

5885 pb

groES

Le plasmide pRedET (Fig. 30) est un plasmide thermosensible, commercialisé par la
société Gene Bridges. Il est utilisé pour favoriser la recombinaison de fragments PCR dans le
génome d’E. coli dans le but d’inactiver un géne d’intérét. Ce plasmide comporte les geénes
redo, 8,y du phage A en opéron avec le geéne recA. L’expression de ses geénes est sous la
dépendance du promoteur pBAD, inductible a I’arabinose (Guzman et al., 1995). Il exprime
¢galement la protéine RepA. Cette protéine est nécessaire a la réplication du plasmide et a sa
répartition entre les deux cellules filles au moment de la division (Miller et al., 1995). RepA
est une protéine thermosensible, ce qui impose de réaliser les cultures bactériennes a 30°C

pour maintenir le plasmide. Par ailleurs, ce vecteur confere la résistance a la tétracycline.

Figure 30 : Organisation schématique du

plasmide pRedET.

pRedET
(9270 bp)

repA
pSC101 oni
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Les plasmides pKD3 et pKD4 contiennent respectivement un gene de résistance au

chloramphénicol ou a la kanamycine, flanqué de la séquence FRT (FLP Recognition Target)

(Datsenko and Wanner, 2000). Ces vecteurs sont utilisés lors de I’inactivation de géne en tant

que matrice pour l'amplification d’un fragment PCR comportant le géne de résistance désiré

entouré des zones d’homologie du gene a supprimer (Fig. 31).

A. Template plasmids

pKD3 (2804 bps)

pKD4 (3267 bps)

B. Predicted “scar” sequences after FLP-mediated excision of antibiotic resistances

pKD3

Priming site 1 FLP recognition target site
—_— B e ———
pKD4 g gttec 2 tetag taggaacttcggaataggaactaaggaggatattcatatg

" Priming sites 0, 3 rbs met

Priming site 2

FRT : FLP Recognition Target.

Figure 31 : Représentation linéaire des vecteurs pKD3 et pKD4. P1 (priming site 1) et P2 (priming site 2)
sont des séquences communes a pKD3 et pKD4 utilisées pour amplifier les cassettes de résistance par PCR,;

Les plasmides construits ou utilisés lors de cette étude sont décrits dans le tableau 3.

Tableau 3 : Plasmides construits et utilisés pour cette étude.

. e Lo Amorces
Plasmide Caractéristiques Références e
utilisées
Code pour la protéine chimérique Cap5Al,,,-Cap5B2 (notée
par la suite A1B2), fusionnant le fragment cytoplasmique de
QE30-A1B2 la protéine Cap5SAl de la Lys'” a 1’Asn®* a la protéine | (Soulat et al.,
p Cap5B2 enti¢re. Le fragment du gene chimérique A/B2 (783 2006)
pb) est cloné en BamHI/HindIll dans le plasmide pQE30,
Amp*.
Idem pQE30-41/B2 avec mutation des 4 tyrosines du tyrosine .
PQE30-A1B2 Y(YOF cluster de B2 (Tyr**" ***%**2%%) en phénylalanines. Cette Ctude Letd
pQE30-A1B2 Y(YC)E Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 4 tyrosines du tyrosine Cette étude | et5

cluster de B2 (Tyr*"#2%22%2%) en acides glutamiques.




Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la derniére tyrosine

PQE30-A1B2 YYYE (Tyr**) du tyrosine cluster de B2 en acide glutamique. Cette étude let6
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la derni¢re tyrosine .

PQE30-A1B2 YYYE (Tyr**) du tyrosine cluster de B2 en phénylalanine. Cette étude Let7
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la premiére tyrosine .

PQE30-41B2 EYYY (Tyrm) du tyrosine cluster de B2 en acide glutamique. Cette étude Let8
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la premiére tyrosine .

PQE30-AIB2 FYYY (Tyr**") du tyrosine cluster de B2 en phénylalanine. Cette étude let9
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 2 derniéres tyrosines ,

PQE30-A1B2 YYEE (Tyr*****) du tyrosine cluster de B2 en acides glutamiques. Cette étude let10
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 2 derniéres tyrosines ,

PQE30-A1B2 YYFF (Tyr*****) du tyrosine cluster de B2 en phénylalanines. Cette étude Petll
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 2 premiéres tyrosines .

PQE30-A1B2 EEYY (Tyr”"**?) du tyrosine cluster de B2 en acides glutamiques. Cette étude let12
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 2 premieres tyrosines .

PQE30-AIB2 FEYY (Tyr**"*) du tyrosine cluster de B2 en phénylalanines. Cette étude letl3
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 3 derniéres tyrosines

pQE30-41B2 YEEE (Tyr** 2% 2%) du tyrosine cluster de B2 en acides| Cette étude 1etl4
glutamiques.
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 3 derniéres tyrosines ,

i (O u tyrosine cluster de B2 en phénylalanines.

pQE30 AIB2 YFFF Ty 222224, 225 d y 1 de B2 ph yl 1 Cette étude letls
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 3 premiéres tyrosines

pQE30-41B2 EEEY (Tyr?" > 2% du tyrosine cluster de B2 en acides| Cette étude letl6
glutamiques.
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 3 premiéres tyrosines .

PQE30-AIB2 FEFY (Tyr**" 2% 22%) du tyrosine cluster de B2 en phénylalanines. Cette étude Let17
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 2 premicres et la

pQE30-4/B2 EEYE derniére tyrosine (Tyr**" *** **°) du tyrosine cluster de B2 en| Cette étude letl8
acides glutamiques.
Idem pQE30-4/B2 avec mutation des 2 premieres et de la

pQE30-41B2 FFYF derniére tyrosine (Tyr*>" *** ***) du tyrosine cluster de B2 en| Cette étude letl9
phénylalanines.
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la premicre et des 2

pQE30-41B2 EYEE derniéres tyrosines (Tyr*" *** **) du tyrosine cluster de B2 | Cette étude 1 et20
en acides glutamiques.
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la premicre et des 2

pQE30-41B2 FYFF derniéres tyrosines (Tyr*" *** **) du tyrosine cluster de B2 | Cette étude let2l
en phénylalanines.
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de 1’acide glutamique 1 et 22

pQE30-4/B2 ERR/A (Glu®) ainsi que des deux arginines (Arg26' ) de B2 en| Cette étude .
alanines. puis 3
Idem pQE30-4/B2 avec mutation de la phénylalanine . 1 et23,

pQE30-4/B2 F2214 (Phe™") de Al en alanine. Cette ¢tude puis 3

pET15b-41

Code pour la protéine Cap5A1 entiére. Le fragment du géne
Al (669 pb) est cloné en BamHI/Ndel dans le plasmide
pET15b, Amp".

(Soulat et al.,
2006)
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pET15b-B2

Code pour la protéine Cap5B2 entiere. Le fragment du gene
B2 (693 pb) est cloné en BamHI/Xhol dans le plasmide
pET15b, Amp".

(Soulat et al.,
2006)

Code pour la protéine B2 ayant 1’acide glutamique (Glu®)

i ainsi que les deux arginines (Arg”® %) mutés en alanines. Le , 2et22,
PQE30-B2 ERR/A fragment du géne B2 (693 pb) est cloné en BamHI/HindIIl Cette étude puis 3
dans le plasmide pQE30, Amp".
Idem pQE30-41B2 avec mutation la lysine (Lys””) du Walker | (Soulat et al.,
PQE30-A1B2 K35M A de B2 en méthionine. 2006)
Code pour le fragment cytoplasmique de la protéine Wzc de
pQE30-wzcey, la Ser* a la Lys’®. Le fragment du géne wze (822 pb) est (G;?ngze(?gzs i
cloné en BamHI/HindIII dans le vecteur pQE30; Amp~. ”
Idem pQE30-wzc,,, avec suppression du domaine RK . 28 et 27,
pQE30-WZCCy,D RKdel (Asp480-Gln493. Cette étude puis 26
. . 477
PQE30-wzc,, K4774 Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la lysine (Lys™’) en Cette étude 26 §t 29,
alanine. puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de I’acide aspartique , 26 et 30,
PQE30-wzcey,o D4804 (Asp480) du domaine RK en alanine. Cette étude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la lysine (Lys™) du . 26 et 31,
PQE30-wzcey, K4834 domaine RK en alanine. Cette Ctude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la lysine (Lys*™®) du . 26 et 32,
PQE30-wzcyy, K4864 domaine RK en alanine. Cette Ctude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la lysine (Lys™) du . 26 et 33,
PQE30-wzcey, K4894 domaine RK en alanine. Cette Ctude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de I’arginine (Arg*) du . 26 et 34,
PQE30-wzcey, R4904 domaine RK en alanine. Cette étude puis 27
Idem pQE30-wzc,,,, avec mutation de la tyrosine (Tyr*") du . 26 et 35,
PQE30-wzcey, Y4914 domaine RK en alanine. Cette ctude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la lysine (Lys*™?) du . 26 et 30,
PQE30-wzcey, K4924 domaine RK en alanine. Cette Ctude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la glutamine (GIn*?) . 26 et 37,
PQE30-wzcey, 04934 du domaine RK en alanine. Cette étude puis 27
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la lysine (Lys™*) du| (Grangeasse et
PQE30-wzcey, K340M Walker A en alanine. al., 2002)
. . 569
PQE30-wzc,y, Y5694 Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de la tyrosine (Tyr™") en Cette étude 38 ?t 27,
alanine. puis 26
Idem pQE30-wzc,,, avec mutation de I’acide glutamique . 39 et 27,
PQE30-wzcey, ERR/A (Glu*®) ainsi que des deux arginines (Arg”'">'*) en alanines. Cette étude puis 26
Code pour la protéine Wzc entiére. Le fragment du géne wzc (Vincent et al
pUC18-wzc-resd (2163 pb), précédé d’une séquence RBS améliorée, est cloné 2000) ”
en EcoR1/Acc651 dans le vecteur pUC18-resd; Amp®.
Idem pUCI18-wzc-resA avec suppression du domaine RK . 28 et 25,
pUC18-wzc RKdel-rcsA (Asp™-GIn*®). Cette ¢étude puis 24
. . 477
pUC18-wze K477A-resA Idem pUCI18-wzc-resA avec mutation de la lysine (Lys™ ') en Cette étude 24 §t 29,
alanine. puis 25
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Idem pUCI18-wzc-rcs4 avec mutation de 1’acide aspartique . 24 et 30,
pUCI8-wze D4804-resd (Asp*™) du domaine RK en alanine. Cette étude puis 25
: : 489
pUC18-wze K4894-resA Idem .pUC18—wzc—rc.sA avec mutation de la lysine (Lys™ ) du Cette étude 24 et 33,
domaine RK en alanine. puis 25
. e 490
pUC18-wzc R4904-rcsA Idem pU.C18-wzc—rcsA’avec mutation de 1’arginine (Arg ) Cette étude 24 ?t 34,
du domaine RK en alanine. puis 25
. . 491
pUC18-wzc Y491 A-resA Idem pUCl8-wzc-rcsA avec mutation de la tyrosine (Tyr™ ) Cette étude 24 ?t 35,
du domaine RK en alanine. puis 25
: : 492
pUC18-wze K4924-resA Idem .pUC18—wzc-rc.sA avec mutation de la lysine (Lys™ ") du Cette étude 24 et 36,
domaine RK en alanine. puis 25
Idem pUCI18-wzc-rcsA avec mutation de la glutamine . 24 et 37,
pUCI8-wze 04934-rcsd (Gln493) du domaine RK en alanine. Cette étude puis 25
Idem pUC18-wzc-resA avec mutation de la lysine (Lys®*’) du | (Doublet et al.,
PUCT8-wze K4OMeresd | \yaiicer A en alanine. 2002)
. . 569
pUC18-wzc Y5694-resA Idem pUC18-wzc-rcsA avec mutation de la tyrosine (Tyr™") Cette étude 38 ?t 25,
en alanine. puis 24
Idem pUCI18-wzc-resA avec mutation de I’acide glutamique . 39 et 25,
pUCI8-wze ERR/A-resd (Glu™™) ainsi que des deux arginines (Arg’'">'*) en alanines. Cette étude puis 24
Code pour le fragment cytoplasmique de la protéine Etk de
I’alanine (Ala*") a ’acide glutamique (Glu”*®). Le fragment .
PQE30-etkeyo du géne etk (843 pb) est cloné en BamHI/HindIIl dans le Cette étude 40et4l
vecteur pQE30; Amp".
Code pour la protéine Etk enticre. Le fragment du geéne etk (Vincent et al
pGEX-KT-erk (2178 pb) est cloné en BamHI/Smal dans le vecteur pGEX- 2000) N
KT; Amp".
Code pour la protéine Ugd. Le fragment du géne ugd (1164
pQE30-ugd pb) est cloné en BamHI/Hindlll dans le vecteur pQE3O0, (G;ellngzegggc)e ot
Amp". ’
. . 10
pQE30-ugd Y10F Ide’m pQE?O-uga’ avec mutation de la tyrosine (Tyr ") en Cette étude 53 ot 48
phénylalanine.
. . 7
PQE30-ugd Y7IF Ide’m pQE}O-uga’ avec mutation de la tyrosine (Tyr') en Cette étude 47 §t 54,
phénylalanine. puis 48
. : 150
pQE30-ugd Y150F Ide’m pQE.30-ugd avec mutation de la tyrosine (Tyr ") en Cette étude 47 §t 55,
phénylalanine. puis 48
. . 249
pQE30-ugd Y249F Ide’m pQE.30-ugd avec mutation de la tyrosine (Tyr™") en Cette étude 56 ?t 48,
phénylalanine. puis 47
. : 335
pQE30-ugd Y335F Ide’m pQE.30-uga’ avec mutation de la tyrosine (Tyr™") en Cette étude 57 et 48,
phénylalanine. puis 47
. : 380
PQE30-ugd Y380F Ide’m pQE?O-uga’ avec mutation de la tyrosine (Tyr™™") en Cette étude 47 et 58
phénylalanine.
Permet l'expression du phénotype mucoide dans la bactérie E.
UC18-resA coli. Un fragment du géne rcsA (818 pb), précédé de sa| (Vincent et al.,
p région promotrice, est cloné en BamHI/Hindlll dans le 2000)
vecteur pUC18, Amp".
pUC18-ugd-resA Code pour la protéine Ugd. Le fragment du géne ugd (1167 |  otte étude 50 et 52

pb), précédé d’une séquence RBS améliorée, est cloné en
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Sacl/Acc651 dans le vecteur pUC18-rcsA, Amp"

pUC18-ugd Y71F-rcsA

Idem pUCI18-ugd-resA avec mutation de la tyrosine (Tyr’")
en phénylalanine.

Code pour la protéine Ugd. Le fragment du géne ugd (1167

pUC18-ugd pb), précédé d’une séquence RBS améliorée, est cloné en| Cette étude 49 et 51

Acc651/BamHI dans le vecteur pUC18, Amp".

pUC18-ugd Y7IF

Idem pUCI18-ugd avec mutation de la tyrosine (Tyr’') en
phénylalanine.

Les souches d'E. coli sont cultivées en milieu complet et synthétique Luria-Bertani
(LB) (10 g de NaCl, 10 g de bactotryptone et 5 g d'extrait de levure par litre) distribué par la
société MP Biomedicals ou sur support solide (15 g d'agar pour 1 L de milieu LB).

Lors des tests de résistance des bactéries a la polymyxine, deux milieux de culture
minimum sont utilisés : le milieu non inducteur (MNI) de composition: KCl 5 mM /
(NH4)2S04 7,5 mM / K;SO4 0,5 mM / KH,PO4 1 mM / Tris-HCI 50 mM pH 7,7 / MgSO4 10
mM / Glucose 0,2 % / Thiamine 30 mM, et le milieu inducteur (MI) de composition : KCI 5
mM / (NH4),SO4 7,5 mM / K,SO4 0,5 mM / KH,PO4 1 mM / Tris-HCI 25 mM pH 5,8 / Bis
Tris 25 mM pH 5,8 / FeSO4 1 uM / MgSO4 10 uM / Glucose 0,2 % / Thiamine 30 mM.

Lors de Il'inactivation de genes, les cellules sont cultivées en milieu SOB pH 7,0
(bactotryptone 20 g/L, extrait de levure 5 g/L, NaCl 2,5 mM, KCI 10 mM) ou SOC (milieu
SOB auquel est ajouté 20 mM de glucose).

La croissance des bactéries en milieu liquide est suivie en mesurant l'absorbance de la

culture a 600 nm.

L'ampicilline, la kanamycine, la tétracycline et le chloramphénicol sont ajoutés au
milieu de culture a la concentration finale de 100 ng/mL, a 25 pg/mL, 15ug/mL et 25 pug/mL,
respectivement. La polymyxine B est utilisée a des concentrations finales de 0,5/ 2,5 et 5

png/mL.
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Les préparations d’ADN plasmidique sont réalisées a 1’aide du kit « Nucleospin

plasmid » commercialisé par la société Macherey-Nagel.

Les échantillons d’ADN sont analysés par ¢lectrophorese en gel d'agarose contenant
du bromure d'éthidium (BET) a la concentration finale de 1 pg/mL. Le pourcentage d'agarose
varie de 0,5% a 1,2% en fonction de la taille des fragments d'ADN a séparer. Les échantillons
d’ADN sont repris dans du tampon BEG 6 fois concentré de composition: Bleu de
bromophénol 0,25% / Xyléne cyanol 0,25% / Glycérol 30% / H,O gsp 100% et la migration
est effectuée dans le tampon TBE (Tris/Borate/EDTA 0,5X).

Les fragments d’ADN obtenus par PCR ou par digestion par des enzymes de
restriction sont purifiés soit directement en solution, soit par extraction d’un gel d’agarose en

utilisant le kit « Nucleospin-extract II» commercialisé par la société Macherey-Nagel.

Protocole

Le protocole utilisé est voisin de celui décrit par Sambrook et al. (1992). Selon les cas,
I'ADN polymérase utilisée est I'enzyme Pfu isolée de la bactérie Pyroccocus furiosus

(Promega) ou 1'ADN polymérase Taq isolée de la bactérie Thermus aquaticus (GE

Healthcare).
M¢élange réactionnel : - amorces 25 pmole chacune
- matrice ADN 1 pmole
- dNTP 5 nmole chacun
- tampon 10X Sul
- polymérase 0,5 ul a 3w/l
- H,O g.s.p. 50 ul
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La réaction d'amplification par PCR est automatisée (MJ Mini Biorad) et se déroule en

cycles de trois étapes répétés 30 fois :

- dénaturation a 94°C des brins de I'ADN matriciel pendant une minute.

- hybridation spécifique des amorces oligonucléotidiques avec la matrice a une

température propre aux amorces utilisées pendant trente secondes. La température

est calculée a l'aide de la formule Tm (°C) =4 GC + 2 AT (GC et AT représentent

les proportions en bases des amorces).

- élongation a 72°C avec I'ADN polymérase.

Le temps d'élongation dépend de la taille du fragment a amplifier et de la nature de

I'"ADN polymérase.

Amorces utilisés

Tableau 4 : Amorces utilisées. Les amorces orientées 5'23' sur la séquence codante sont notées (+) alors que les
amorces antisens sont notées (-). Les codons initiateurs et les codons stop sont en gras, les sites de restriction en
italiques, les sites de fixation du ribosome (RBS) soulignés et les mutations apportées par 1'oligonucléotide

colorées en rouge.

Amorce

Séquence de 5' vers 3'

Nt-BamHI-Al o, (+)

TATGGATCCAAAGTAATTTTCGATAAGCGAATT

Nt-BamHI-B2 (+)

CGGGATCCACGAATACACGAAGAAGTAC

Ct-HindIII-B2 (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATAATATGC

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCAAAAAATGCAAAGAAACTA

4 |Ct-HindlI-B2 Y(YO)F (-) GCACTTTTATCTTTAGGC

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCTTCTTCTGCTTCTTCACTAGC
5 | Ct-HindIII-B2 Y(YC)E () ACTITTATCTTTAGGE
6 |Ct-HindlII-B2 YYYE () TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCTTCATATGCATAGTAAC
7 | Ct-HindIII-B2 YYYF () TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCAAAATATGCATAGTAAC

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATAATATGCATATTCACTAG
8 | Ct-HindlI-B2 EYYY (-) CACTTTTATCTTTAGGC

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATAATATGCATAAAAACTAG
9 | Ct-HindlI-B2FYYY (-) CACTTTTATCTTTAGGC

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCTTCTTCTGCATAGTAACTAG
10 | Ct-HindII-B2 YYEE (-) CACTTTTATCITTAGGE

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCAAAAAATGCATAGTAACTAG
1| Ce-HindIlI-B2 YYFF () CACTTTTATCTTTAGGC

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATAATATGCTTCTTCACTAG
12 | Ct-HindIII-B2 EEYY (-) CACTITTATCTTTAGGE

. TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATAATATGCAAAAAAACTAG
13 | Ct-HindIII-B2 FFYY (-) CACTITTATCTTTAGGE
14 | Ct-HindIlI-B2 YEEE (-) TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCTTCTTCTGCTTCGTAACTAGC
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ACTTTTATCTTTAGGC

15

Ct-HindIlI-B2 YFFF (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCAAAAAATGCAAAGTAACTA
GCACTTTTATCTTTAGGC

16

Ct-HindIlI-B2 EEEY (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATATTCTGCTTCTTCACTAGC
ACTTTTATCTTTAGGC

17

Ct-HindIlI-B2 FFFY (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCATAAAATGCAAAAAAACTA
GCACTTTTATCTTTAGGC

18

Ct-HindIII-B2 EEYE (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCTTCATATGCTTCTTCACTAGC
ACTTTTATCTTTAGGC

19

Ct-HindIII-B2 FFYF (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCAAAATATGCAAAAAAACTA
GCACTTTTATCTTTAGGC

20

Ct-HindIII-B2 EYEE (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCTTCTTCTGCATATTCACTAGC
ACTTTTATCTTTAGGC

21

Ct-HindIII-B2 FYFF (-)

TATAAGCTTTCATGATTCATCAGTCCCAAAAAATGCATAAAAACTA
GCACTTTTATCTTTAGGC

22

B2 E23A/R26A/R29A (-)

CATAATATTTGATGCTATGCCTGCAAATTTCGCGCTAATAGGTGACT
TTGG

23

A1B2 F221A (mutation sur Al) (-)

GTATTCGTCATATTAGCTTTTTGAATTGAACCC

24

Nt-EcoRI-rbs-Wzc pour pUC (+)

CCGGAATTCAGGAGGTATAAGAATGACAGAAAAAGTAAAACAAC

25

Ct-Acc651-Wzce (-)

CGGGGTACCTTATTTCGCATCCGACTTA

26

Nt-BamHI-Wzc,y, (+)

TATGGATCCTGGTTGTTTAATCGCGGC

27 | Ct-HindIlI-Wzc (-) TATAAGCTTATTTCGCATCCGACTTATATT
2| Wae RKDBO-QINEI() |G CCAGCTACTGACGGTOG GGAATCC
29 | Wzc K477A (-) CTATCACGCGCTGCCTGCCATTCCG

30 | Wzc D480A (-) GTTTTGACGCTAGCACGCGCTTTC

31 | Wzc K483A (-) CCTTTGATGGTTGCGACGCTATCAC

32 | Wzc K486A (-) CGTTTAATCCCTGCGATGGTTTTGAC

33 | Wzc K489A (-) CTCTGTTTATAGCGTGCAATCCCTTTG

34 | Wzc R490A (-) GCTCTGTTTATAGGCTTTAATCCCTTTG
35 | Wzc Y491A (-) GGCTCTGTTTAGCGCGTTTAATCCC

36 | Wzc K492A (-) GCTGGCTCTGTGCATAGCGTTTAATC

37 | Wzc Q493A (-) CAGTAGCTGGCTCGCTTTATAGC

38 | Wzc YS569A (+) GCAAAGGCGCCACCCACGAGC

39 | Wzc ESOSA/RS11A/RS14A (+) g??ggfggngGCGATTGCAGCCATCGCTAGTCTGGCTACCAG
40 | Nt-BamHI-Etkcy, (+) TATGGATCCGCGATGTTGCGTCGTGGTG

41

Ct-HindIlI-EtK .y, ()

TATAAGCTTTTACTCTTTCTCGGAGTAACTATAAC

42

Nt-BamHI-rbs-Etk (+)

TATGGATCCCAGGAGGTATAAGAATGACAACTAAAAATATG
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43 | Ct-HindIII-Etk (-) TATAAGCTTTTACTCTTTCTCGGAGTAAC

44 |EBtk-RT (-) CTCTTTCTCGGAGTAACTATAACCG

45 |Etk-RT PCR-5’ (+) CAGCGGCCTGAGCGATATGATCC

46 |Etk-RT PCR-3’ (-) GTTCGGTACGCTGGCTCAGGAC

47 | Nt-BamHI-Ugd (+) TATGGATCCAAAATCACCATTTCCGGTACTGGC

48 | Ct-HindIII-Ugd (-) TATAAGCTTTTAGTCGCTGCCCAAAGAGTCG

49 | Ntdcc6STrbs-Ugd () gGGGGTA CCAGGAGGTATAAGAATGAAAATCACCATTTCCGGTACT
50 | Nt-Sacl-rbs-Ugd (+) EATGA GCTCAGGAGGTATAAGAATGAAAATCACCATTTCCGGTACT

51 |Ct-BamHI-Ugd (-) TATGGATCCTTAGTCGCTGCCCAAAGAGTCG

52 | Ct-Acc651-Ugd (-) CGGGGTACCTTAGTCGCTGCCAAAGAGATCG

53 | Ugd-Y10F (+) TATGGATCCAAAATCACCATTTCCGGTACTGGCTTTGTAGGCTTGTC

54 | Ugd-Y7IF (-) CAGCATCCCGGAAGGCTTCATTTTTATC

55 | Ugd-Y150F (-) GGATGGAGATTATCGAAAAGGGCTTTACC

56 | Ugd-Y249F (+) CCGTCGTTTGGTTTTGGTGGTTATTGTC

57 | Ugd-Y335F (+) GAAGTGATCATCTTCGAGCCAGTGATG

58 | Ugd-Y380F (3 TATAAGCTTTTAGTCGCTGCCAAAGAGATCGCGGGTGAATACCTTAT

CTGCC

Les réactions de restriction sont réalisées dans les milieux réactionnels suivants :

- tampon de restriction 10X 5uL

- ADN plasmidique ou fragment PCR 0,5a5pg
- endonucléase 1 uL

- H,0 g.s.p. 50 uL

Les enzymes sont utilisées selon les recommandations des fournisseurs. En général, le

milieu est incubé 1 heure a 37°C, puis 1 pL d’enzyme est ajouté et le milieu est de nouveau

incubé 1 heure a 37°C. L’ADN digéré est ensuite purifié selon le protocole décrit en section

I1.2.1

La ligation d'un fragment d'ADN dans un vecteur est assurée par 'ADN ligase du

phage T4. La réaction est réalisée a 14°C pendant une nuit dans le milieu réactionnel suivant :




- rapport molaire vecteur/insert ~ 1/4 (50 ng de vecteur)

- ligase du phage T4 I uL a 3u/ul
- tampon de ligation 2ul
- H,O g.s.p. 20 ul

Le milieu de ligation est ensuite transformé dans des bactéries compétentes selon le

protocole décrit en section I1.2.3.

Préparation des cellules compétentes

Une culture saturée de la souche d'intérét est utilisée pour ensemencer 50 mL de
milieu LB (dilution 1/100) contenant les antibiotiques adéquats. Les bactéries sont ensuite
cultivées a 37°C sous agitation. La croissance bactérienne est suivie jusqu'a ce que la Aggo
atteigne 0,5 (= 0,03). La culture est alors mise dans la glace pendant 20 minutes puis
centrifugée 5 minutes a 6 000 g a 4°C. Le culot bactérien est repris par 5 mL de TSS glacé de
composition : LB 85% / PEG (masse/vol ; MM 8000) 10% / DMSO (vol/vol) 5% / MgCl,
(pH 6,5) 50 mM. Les cellules compétentes ainsi obtenues peuvent étre utilisées directement

ou conservees a -80°C.

Transformation des cellules compétentes

20 uL du milieu de ligation ou 1 pL de préparation d’ADN plasmidique sont incubés
en présence de 200 ul de cellules compétentes pendant 45 minutes dans la glace, puis soumis
a un choc thermique a 42°C pendant 90 secondes. Les cellules sont ensuite placées 2 minutes

dans la glace et incubées pendant 1 heure a 37°C dans 1 mL de milieu LB sans antibiotique.

Sélection des clones recombinants

Des fractions de 100 uL et 1 mL du milieu de transformation sont étalées sur des
boites de Pétri LB-agar contenant les antibiotiques de sélection. Les boites sont incubées une
nuit a 37°C. Les clones recombinants isolés sont ensuite cultivés en milieu liquide pendant
une nuit a 37°C, puis I’ADN plasmidique est extrait, purifié, digéré par des enzymes de

restriction et analysé sur gel d’agarose.
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Une premicre PCR est réalisée avec un oligonucléotide portant la mutation désirée et
une seconde amorce s'hybridant a I'une des extrémités du geéne. Le fragment d’ADN ainsi
amplifié et portant la mutation est alors utilisé en tant qu’amorce dans une seconde réaction
de PCR avec une autre amorce s’hybridant a I"autre extrémité du gene. Le gene portant la
mutation désirée est ainsi amplifié dans son intégralité. Les réactions de PCR sont réalisées
dans les conditions standards décrites section I1.2.2.1. Pour la seconde réaction de PCR un

volume de 5 pLL de PCRI est utilisé.

Chaque nouveau clonage est séquencé pour s’assurer de I’absence d’erreurs pouvant
étre introduites lors de 1’amplification par PCR. Les réactions de séquencage sont effectuées

par les sociétés Génome Express et GATC.

Les délétions de génes d’E. coli sont réalisées a I’aide du kit « Quick and Easy E. coli

Gene Deletion Kit by Red/ET Recombination » commercialisé par la société Gene Bridges.

Dans un premier temps, un fragment d'’ADN codant pour une cassette de résistance a
un antibiotique flanquée des extrémités 5° et 3° du gene ciblé est amplifié par PCR (Figure 32
étape 1). En parallele, la souche d’E. coli a modifier est transformée par le plasmide pRedET
(section II.2.3) exprimant le systéme de recombinaison Red/ET (Figure 32 étape 2). Apres
induction de I’expression du systéme de recombinaison Red/ET par addition de L-arabinose,
la souche est électroporée par le produit PCR (Figure 32 étapes 3 et 4). Le systeme de
recombinaison permet I’insertion de la cassette de résistance a I’antibiotique a la place du
gene ciblé. Les clones résistant a ’antibiotique sont sélectionnés sur boite de Pétri (Figure 32

étapes 5 et 6).
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Etape 1 : amplification par PCR du géne Etape 2 : transformation de la souche E. coli
de résistance a un antibiotique a modifier par le vecteur pRedET

' Antibiotique resistance

|
I
pRedET
Transformation
O
Géne cible
|

Etape 3 : induction du systéme de recombinaison

Red/ET par ajout de L-arabi
Etape 4 : transformation du fragment ¢ par ajout de L-arablnose

d’ADN dans la souche E. coli

Red/ET

O

O

Etape 5 : recombinaison in vivo par le systéme
Red/ET, le géne ciblé est remplacé par une cassette
de résistance a un antibiotique

Géne de résistance a
un antibiotique

=

Etape 6 : sélection des clones
résistant a I’antibiotique

Figure 32 : Stratégie d'inactivation de gene.




Chaque oligonucléotide est constitu¢ de 2 parties :
- une premiere partie homologue sur 50 pb a la région directement adjacente au geéne a
inactiver (soit 5°, soit 3”)
- une seconde partie homologue sur 23 pb a I’extrémité de la cassette de résistance

(soit 5°, soit 37)

Amorce Séquence de 5' vers 3'

TGTAAGTAACAAAAGACAATCAGGGCGTAAATAGCCCTGATAACAAGATG

I | Hl-ugdPL(Y) | GrGTAGGCTGGAGCTGCTTC

GATGCTAAAAACATCATGATTCACAGTTAAGTTAATTCTGAGAGCATGAAC

2 |H2-ugd-P2 () | \TATGAATATCCTCCTTAG

TCAGGAATGGGCGAAGCGCCTCAGCCGGTAATTTGAGTTTATAAAATACGG

3 | Hl-eth-P1(*) TGTAGGCTGGAGCTGCTTC

AATGCGTAGACCGGAAAAGGCGTTCACGCCGCATCCGGCCACTTTCAGTTC

4 | H2-etk-P2 () ATATGAATATCCTCCTTAG

Tableau 5 : Oligonucléotides utilisés pour l'inactivation des genes. Les amorces, orientées 5'>3" sur la séquence
codante sont notées (+) alors que les amorces antisens sont notées (-). H1 et H2 (en rouge) : Séquences
homologues aux extrémités 3' et 5' du geéne a inactiver ; P1 et P2 (en bleu) : Séquences homologues aux
extrémités des genes de résistance des plasmides pKD3 et PKDA4.

Le protocole standard d'amplification d'ADN par PCR décrit en section 11.2.2.1 est
appliqué. La matrice utilisée est le plasmide pKD3 ou pKD4, portant respectivement le géne
de résistance au chloramphénicol ou a la kanamycine (Datsenko and Wanner, 2000). Le
produit PCR est ensuite purifié selon la méthode décrite en section I1.2.1. La concentration

finale en ADN doit étre comprise entre 100 et 400 ng/uL.

Le vecteur pRedET est transformé dans la souche E. coli JMS83 par choc thermique.
Les bactéries sont ensuite incubées pendant 1 heure a 30°C, puis étalée sur boites de Pétri en
présence de tétracycline et incubées une nuit a 30°C pour la sélection des clones

recombinants.
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50 mL de milieu LB contenant de la tétracycline sont ensemencés a partir d’une pré-
culture saturée de bactéries transformées par le plasmide pRedET. La croissance bactérienne
est réalisée sous agitation a 30°C jusqu'a ce que la culture atteigne une Ago d’environ 0,3.
Lorsque cette absorbance est atteinte, 2 mL de la culture sont alors prélevés pour servir de
controle négatif non induit et réincubés sous agitation a 37°C, pendant 45 minutes. Le reste de
la culture est additionné d’une solution de L-arabinose a une concentration finale de 3,5
mg/mL pour induire I’expression des protéines de recombinaison Red/ET et l'incubation est
poursuivie sous agitation a 37°C, pendant 45 minutes. Les cellules sont ensuite centrifugées a
4°C puis lavées 3 fois avec de I’eau glacée (20 mL, puis 10 mL, puis 1 mL) de manicre a les

rendre €lectrocompétentes. Elles sont finalement resuspendues dans 450 pL. d’eau glacée.

40 uL de bactéries compétentes sont transformées par électroporation (1350 V, 10 uF
et 600 Q) avec 400-800 ng de produit PCR. 1 mL de SOC est ajouté immédiatement apres le
choc électrique et les cellules sont ensuite incubées sous agitation 3 heures a 37°C. Les
bactéries sont alors étalées sur une boite de Pétri contenant soit du chloramphénicol, soit de la
kanamycine, selon la cassette de résistance utilisée lors de la PCR et incubée une nuit a 37°C

afin de perdre le plasmide pRedET.

Apres cette premiere sélection, une dizaine de clones résistants sont repiqués sur de
nouvelles boites pour éliminer toute trace de bactéries non modifiées. Les colonies isolées
ainsi obtenues peuvent étre analysées par PCR pour vérifier l'insertion correcte du gene de

résistance.

Les préparations d’ARN sont faites a I’aide du kit « High Pure RNA Isolation Kit »
commercialisé¢ par la société Roche. L’étape d’incubation de la DNAse sur la colonne est
répétée deux fois. La préparation d’ARN est ensuite dosée en mesurant son absorbance a 260

nm et directement utilisée dans la réaction de transcription inverse (RT) ou conservée

a-80°C.
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Le mélange réactionnel suivant est chauffé a 65°C pendant 5 minutes puis refroidi

dans la glace :

- oligonucléotide : 2 pmole

- ARN total : entre 1 ngetS pg
- ANTP mix : 10 nmole chacun
- H,0: gsp 20 pL

4 nL de tampon 5X de composition Tris-HCI 250 mM pH 8,3 / KCI 375 mM / MgCl,
15 mM et 2 uL de DTT 0,1 M sont alors ajoutés et le mélange réactionnel est incubé a 42°C

pendant 2 minutes.

1 uL (200 unités) de Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen) est ajouté et le
mélange est incubé a 42°C pendant 50 minutes. La réaction est arrétée par inactivation de
I’enzyme a 70°C pendant 15 minutes. 2 pL de cette solution sont alors utilis€s comme matrice

dans une réaction d’amplification par PCR du brin d’ADNc ainsi obtenu.

De 50 a 500 mL de milieu LB, contenant les antibiotiques appropriés, sont
ensemenceés a une Agy de 0,05 a partir d'une pré-culture saturée de bactéries (XL1-Blue,
BL21 (DE3), ou BL21 pREP4-GroESL) transformées par les plasmides (pQE30, pET15b,
pGEX-KT, pGEX(M), pUCI18, ou pUCI18-rcsa) exprimant les protéines d’intérét. La
croissance bactérienne est réalisée sous agitation a 37°C jusqu'a ce que la culture atteigne une

Asoo comprise entre 0,5 et 0,6.

Lorsque cette absorbance est atteinte, 1,5 mL de la culture sont alors prélevés,
centrifugés a 13000 g pendant 1 minute et le culot obtenu est conservé dans la glace. La
culture est alors additionnée d'IPTG a une concentration finale de 0,5 ou 1 mM et l'incubation
est poursuivie sous agitation entre 20°C et 37°C, pendant 3 & 6 heures selon la protéine
étudiée. Afin de vérifier la surproduction de la protéine d'intérét, 500 puL de la culture
bactérienne sont prélevés et centrifugés a 13000 g pendant 1 minute. Le reste de la culture est

récolté par centrifugation a 6000 g a 4°C pendant 10 minutes et conservé a -80°C jusqu'a son
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utilisation ultérieure (purification, préparation de vésicules de membranes internes enrichies

en une protéine).

Les 2 échantillons prélevés (avant induction et apres induction) sont repris par 300 pL
de tampon TE glacé de composition : Tris-HCI pH 8 25 mM / EDTA 1 mM. Les cellules sont
ensuite ouvertes par sonication (1 fois 12 coups a efficacité 3 et puissance 30% : 1.12.3.30) et
centrifugées a 4°C a 14 000 g pendant 10 minutes. La fraction soluble et le culot sont alors

séparés, puis analysés par SDS-PAGE (section 11.3.6).

La préparation des vésicules de membranes internes d’E. coli est adaptée de la
technique décrite par Dokter et al (1987). Une culture de 50 mL d’E. coli est centrifugée a
5000 g pendant 10 minutes. Le culot de bactéries est repris par 50 mL de tampon A de
composition : saccharose 20% / LiCl 2,5% / K;HPO4 10 mM a pH 7 / MgSO4 10 mM. Apres
addition de 50 mg de lysozyme, le mélange est incubé a 30°C pendant 90 minutes. Les
sphéroplastes obtenus sont collectés par centrifugation a 5000 g pendant 10 minutes. Le culot
est resuspendu dans 800 pL de tampon A et la suspension est diluée 50 fois avec du tampon B
glacé de composition : K;HPO, 10 mM a pH 7 / MgSO4 1 mM. La solution est agitée
vigoureusement, puis de la DNasel et de la RNaseA sont ajoutées chacune a 20 pg/mL final.
Le mélange est alors incubé a 30°C pendant 30 minutes puis centrifugé a 40000 g pendant 15
minutes. Le culot est repris dans 40 mL de tampon C de composition : K,HPO4 100 mM a pH
7 / MgS0O4 10 mM et centrifugé a 3000 g pendant 10 minutes pour éliminer les débris
cellulaires. Le surnageant obtenu est de nouveau centrifugé a 3000 g pendant 10 minutes, puis
a 40000 g pendant 15 minutes pour collecter les vésicules de membranes internes. Le culot est
lavé 2 fois dans le tampon C puis les vésicules sont reprises dans 500 uL & 1 mL de tampon E
de composition : K,HPO4 100 mM a pH 7 / NaCl 150 mM / EDTA 1 mM / inhibiteur de

protéase « Complete » (Roche), et stockées a -80°C.

Les bactéries sont généralement récoltées en phase exponentielle de croissance et
centrifugées a 6000 g a 4°C pendant 10 minutes. Le culot est repris dans un tampon approprié¢
a la manipulation suivant I’extraction (tampon TE, tampon A-6His voir I1.3.4, tampon A-GST

voir I1.3.5), contenant 10 mg/mL de lysozyme, 10 mg/mL de RNaseA et DNasel.
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Les cellules sont ouvertes par 3 étapes successives de sonication (2.30.3.30 puis
1.30.4.40). Une centrifugation est ensuite effectuée a 14 000 g pendant 30 minutes a 4°C pour
séparer les protéines solubles des protéines membranaires présentes dans les débris
cellulaires. Pour préparer des protéines membranaires, du Triton X-100 a la concentration
finale de 1% est ajouté au lysat cellulaire apres les étapes de sonication, et une incubation de

30 minutes a 4°C est réalisée.

Le culot bactérien obtenu apres surproduction d’une protéine recombinante clonée
dans le vecteur pQE30 ou pET15b est repris dans 5 mL de tampon A-6His de composition
Tris-HC1 50 mM a pH 7,5 / NaCl 150 mM / imidazole 10 mM / glycérol 10%. L'extrait

protéique total est préparé comme décrit dans la section 11.3.3.

Le surnageant obtenu est alors incubé sous agitation douce a 4°C pendant 45 minutes
avec la résine Ni*-NTA agarose (Qiagen) préalablement rincée a 1’eau distillée et équilibrée
dans du tampon A’-6His de composition Tris-HCl 50 mM a pH 7,5 / NaCl 150 mM /
glycérol 10%. Les protéines non retenues sont ¢liminées par 4 ringages successifs de la résine
avec un tampon B-6His de composition Tris-HCl 50 mM a pH 7,5 / NaCl 150 mM /
imidazole 20 mM / glycérol 10%. L'élution de la protéine, est réalisée par 3 incubations
successives de 5 minutes de la résine avec un tampon E-6His de composition Tris-HCI 50

mM a pH 7,5/ NaCl 150 mM / imidazole 150 mM / glycérol 10%.

Apres analyse des fractions d'élution par SDS-PAGE (voir section I1.3.6), les fractions
contenant la protéine d'intérét purifiée a homogénéité sont dialysées pendant 1 nuit a 4°C
contre un tampon D-6His de composition Tris-HCI 50 mM a pH 7,5 / NaCl 100 mM / DTT 1
mM / MgCl, 1 mM / glycérol 10% (membrane Spectra/Por® de Spectrum®) puis conservées a

-80 °C.

Le culot bactérien obtenu apres surproduction d’une protéine recombinante clonée

dans le vecteur pGEX-KT ou pGEX(M) est repris dans 5 mL de tampon A-GST de



composition PBS (phosphate de sodium 10 mM a pH 7,4 / NaCl 150 mM) / EDTA 1mM /

glycérol 10 %. L'extrait protéique total est préparé comme décrit dans la section 11.3.3.

Le surnageant obtenu est alors incubé sous agitation douce a 4°C pendant 4 a 12
heures avec la résine glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare) préalablement équilibrée dans
du tampon A-GST. Les protéines non retenues sont éliminées par 4 rincages successifs de la
résine avec du tampon A-GST. L'élution de la protéine recombinante est réalisée par 3
incubations successives de 5 minutes de la résine avec un tampon E-GST de composition PBS
(phosphate de sodium 10 mM a pH 7,4 / NaCl 150 mM) / glutathion 10mM / EDTA 1mM /
glycérol 10 %.

Apres analyse des fractions d'élution par SDS-PAGE (voir section 11.3.6), les fractions
contenant la protéine d'intérét purifiée a homogénéité sont dialysées pendant une nuit a 4°C
contre un tampon D-GST de composition Tris-HCl 50 mM a pH 7,5 / NaCl 150 mM / B-
mercaptoéthanol 1 mM / EDTA 1 mM / glycérol 10% (membrane Spectra/Por® de

Spectmm®) puis conservées a -80°C.

Pour la purification de protéines membranaires, les tampons de lavage et d'élution

contiennent du Triton X-100 a la concentration finale de 0,1%.

Les échantillons protéiques sont repris dans du tampon de charge 5 fois concentré de
composition : B-mercaptoéthanol 750 mM / Tris-HCI1 312,5 mM pH 6,8 / SDS 10 % / glycérol
50 % / bleu de bromophénol 0,05 %. Les échantillons sont ensuite chauffés pendant 5 min a
100°C pour compléter la dénaturation des protéines par le SDS et chargés sur un gel de
polyacrylamide dont le pourcentage en Acrylamide/Bisacrylamide varie de 7,5 a 15%. La
migration est réalisée dans le tampon TG-SDS de composition Tris-base 0,025 M / glycine

0,192 M / SDS 0,1%, a 80 V pendant 15 minutes puis a 200 V.
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La révélation des protéines est effectuée par le bleu de Coomassie. Le gel de
polyacrylamide est plongé dans le tampon de coloration de composition : éthanol 40% / acide
acétique 10% / pastilles R250 Merck Coomassie (Roth) 1,5 g pour 100 mL / H,0 50%,
pendant 30 minutes sous agitation, puis décoloré dans le tampon de décoloration de
composition : éthanol 30% / acide acétique 10% / glycérol 1% / H,0 59%, pendant 40 minutes

sous agitation.

L’¢électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions natives se fait exactement de
la méme maniere que celle décrite en section I1.3.6.1 mais en absence de SDS dans le gel,
dans le tampon de charge et dans le tampon de migration. L’étape d’incubation des

¢chantillons a 100°C pendant 5 minutes est également supprimée.

La diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light Scattering, DLS) est une

technique permettant de déterminer le diameétre hydrodynamique de particules en solution.

Cette technique a été employée pour vérifier le bon repliement des protéines mutées et
, s . . e ey . . :
s’assurer que la différence observée au niveau de I’activité de la protéine mutée provenait

bien de I’effet de la mutation et non d’un défaut de repliement généré par la mutation.

Les mesures de DLS ont été réalisées avec 1’appareil Zetasizer Nano series (Malvern

instruments).

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976) par mesure
de l'absorbance a 595 nm de différents volumes de 1’échantillon protéique (de 2 a 10 pL)

dilués dans 1mL du mélange H,O/réactif de Bradford (50/50). Une courbe étalon est réalisée



avec différentes concentrations connues de BSA (Bovine Serum Albumin). La concentration

de la protéine d’intérét est obtenue par comparaison a cette courbe étalon.

Apres séparation par SDS-PAGE (section 11.3.6.1), les protéines sont transférées sur
une membrane de fluorure de polyvinylidéne (PVDF) (Immobilon™-P, MILLIPORE) sous
I’influence d’un courant électrique de 2,5 mA/cm” de membrane, pendant 30 minutes. Le
transfert a lieu dans le tampon de composition : Tris-HCI 25 mM pH 8,3 / glycine 190 mM /
méthanol 20% / SDS 0,04%.

Les protéines sont sélectivement révélées grace a 1’utilisation de différents anticorps

spécifiques. Au laboratoire nous disposons des anticorps suivants :

- les anticorps monoclonaux anti-phosphotyrosine 4G10 Platinum (Millipore) et
PY20 (Sigma) qui sont spécifiques des résidus tyrosyles phosphorylés. Ils sont
respectivement utilisés au 1/1000 dans du TBS-Tween/ lait écrémé 3% et au 1/25000
dans du TBS-Tween/ BSA 1%. L’anticorps 4G10 nécessite d’étre révélé par un
anticorps secondaire anti-souris obtenu chez la cheévre (BioRad) et conjugué a la
peroxydase (dilution 1/5000). L’anticorps PY20 est directement couplé a la

peroxydase.

- I'anticorps « anti-Ugd » est un anticorps polyclonal qui a été élaboré au laboratoire
aprés immunisation de souris avec la protéine Ugd. Il est utilisé¢ au 1/1400 dans du
TBS-Tween/ BSA 1% et nécessite d’étre révélé par un anticorps secondaire anti-souris

obtenu chez la chévre (BioRad) et conjugué a la peroxydase (dilution 1/5000).

- 'anticorps « anti-Wzc » est un anticorps monoclonal qui a été élaboré au laboratoire
aprés immunisation de souris avec la protéine Wzc. Il est utilisé au 1/500 dans du
TBS-Tween/ BSA 1% et nécessite d’étre révélé par un anticorps secondaire anti-souris

obtenu chez la chévre (BioRad) et conjugué a la peroxydase (dilution 1/5000).

Apres transfert, la membrane est lavée trois fois pendant 10 min, sous agitation dans
un tampon TBS-Tween (Tris-HCI 100 mM a pH 8,0, NaCl 150mM, Tween 0,05%). La

membrane est ensuite saturée pendant 1 heure sous agitation dans du TBS-Tween contenant
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de la BSA 5% (BSA fat free Sigma) ou du lait écrémé 3%. Apres 3 ringcages de 10 minutes de
la membrane dans du tampon TBS-Tween, la membrane est incubée dans une solution de
TBS-Tween BSA 1% (ou lait écrémé 3%) en présence de ’anticorps primaire pendant 1 heure
sous agitation. La membrane est ensuite lavée 3 fois par du TBS-Tween puis a nouveau
incubée dans du tampon TBS-Tween BSA 1% (ou lait écrémé 3%) en présence de l'anticorps
secondaire anti-souris pendant 1 heure sous agitation. Elle est ensuite rincée trois fois par du
tampon TBS-Tween. La révélation est alors effectuée en utilisant le kit « SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate » (Pierce). Le signal émis est ensuite détecté par exposition
de la membrane sur un film MS-1 (Kodak) pendant un temps variant de 10 secondes a 30

minutes.

Les tests de phosphorylation sont généralement réalisés en présence d’ATP radioactif
[y-nP]ATP (activité spécifique 3000 Ci/mmol) selon le protocole décrit ci-dessous.
Alternativement, ils sont réalisés en présence d’ATP non radioactif puis analysés sur gel

d’électrophorese en conditions natives (section 11.3.7).

Les réactions de phosphorylation in vitro sont effectués dans le tampon de

composition Tris-HCI 25 mM a pH 7/ MgCl, 5 mM / EDTA 1 mM /DTT 1 mM.

Le mélange réactionnel suivant est incubé de 30 secondes a 10 minutes a 37 °C.

- protéine a phosphoryler : 2 ug
- kinase : entre 0,2 et 2 ug
- ATP non radioactif : entre 0 et | mM

- [y—32P]ATP (5 mCi/mL, 3000 Ci/mmol) (Perkin Elmer) 1 pL
- tampon de phosphorylation 10X 2 uL
- H,O gsp 20 uL

La réaction est arrétée par addition de 5 pL. de tampon de charge 5 fois concentré. Les

protéines sont ensuite séparées par SDS-PAGE (section 11.3.6.1).
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Apres migration, les gels SDS-PAGE sont immergés dans de l'acide trichloracétique
16 % a 95°C pendant 15 minutes. Ce traitement a pour but principalement d'éliminer les
polyphosphates et d'hydrolyser les acides nucléiques phosphorylés. Seules les phosphosérines,
les phosphothréonines et les phosphotyrosines résistent a ce traitement. Les gels sont ensuite

rincés a I’eau, puis colorés au bleu de Coomassie (section I1.3.6.2) et séchés.

Les gels sont autoradiographiés entre 30 minutes et une nuit au contact d'un film
BioMax MR-1 ou BioMax MS-1 (Kodak) a -80°C en présence d'un écran amplificateur
adapté au rayonnement de I'isotope radioactif utilisé (un écran Biomax MS intensifying screen

qs 7 r: ‘ 2
est utilisé pour les protéines marquées au >°P).

La bande de gel SDS-PAGE radioactive est découpée et dissoute dans un mélange de
200 pL d’acide perchlorique a 60% et 400 uL de peroxyde d’hydrogene a 30%. Le mélange
est incubé 4 heures a 80°C. 10 mL de liquide a scintillation Ultima Gold XR (Packard
Bioscience) sont mis en contact avec la solution radioactive dans un pot a scintillation et
agités (dans un vortex) pendant 30 secondes. La radioactivité est ensuite comptée a 1’aide du

spectrometre a scintillation liquide Tri Carb 2100 TR (Packard).

Les réactions de déphosphorylation in vitro sont réalisées en incubant la protéine
d’intérét avec de la phosphatase alkaline extraite de l'intestin de veau (Roche) a 37°C entre 30
minutes et 3 heures. 80 uL de phosphatase alcaline sont utilisés pour déphosphoryler 2 mg de

protéine.

La technique utilisée est inspirée de celle décrite par Pagni et al. (1999).

Ce test est réalisé dans des microplaques 96 puits. 2 pug de la protéine Ugd sont
phosphorylés par la protéine Wzc comme décrit en section 11.3.12.1 ou bien déphosphorylés

dans les conditions décrites en section 11.3.14 dans un volume de 20 pL. La réaction est
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effectuée pendant 10 minutes sous agitation dans une chambre thermostatée a 37°C, puis
additionnée de 230 pL d'un tampon de composition 100 mM Tris-HCI pH 9,0 / 100 mM NaCl
/ 2 mM DTT. 300 puL de ce méme tampon contenant 10 mM de NAD" et 10 mM d'UDP-
Glucose, préalablement incubé a 37°C et conservé a ’abri de la lumiére sont finalement

ajoutés pour démarrer la réaction enzymatique.

L'absorbance a 340 nm, mesurée pendant 10 minutes par un lecteur de microplaques
96 puits a chambre thermostatée a 37°C (Infinite M1000 Tecan), permet de mesurer la

formation du NADH.

Le protocole de purification de l'acide colanique mis au point au laboratoire est inspiré
de la technique décrite par Bergmaier et al. (2001). 50 mL de culture sont ensemencés en
culture sur la nuit. L’ Aggo est mesurée et 1'ensemble de la culture est chauffé a 100°C pendant
15 minutes pour dénaturer les enzymes susceptibles de dégrader les exopolysaccharides.
Apres retour a température ambiante, la culture est centrifugée a 13 200 g a 4°C pendant 30
minutes. 40 mL du surnageant sont ensuite précipités par addition de trois volumes d'éthanol
glacial. Apres une nuit de précipitation a 4°C, la solution est a nouveau centrifugée a 13 200 g
a 4°C pendant 30 minutes. Le culot est dissous dans 5 mL d'eau stérile, puis dialysé contre de
l'eau distillée pendant 48 heures (membrane Spectra/Por® de Spectrum®). Les limites
d'exclusion de la membrane utilisée sont comprises entre 6000 et 8000 Da. La solution est
ensuite lyophilisée. Les peptides résiduels sont alors précipités par 5 mL d'une solution
d'acide trichloroacétique 10 % et centrifugés a nouveau a 13 200 g a 4°C pendant 30 minutes.
Le surnageant est dialysé, une seconde fois, pendant 5 jours contre de 1'eau distillée, puis
lyophilisé. L'acide colanique purifié est alors repris par 1 mL d’eau distillée puis conservé a -

20°C.

La concentration d'acide colanique est mesurée par la méthode décrite par Dische et
Shettles (Dische and Shettles, 1951 ; Dische, 1955). Cette méthode est basée sur le dosage des
méthyl-pentoses non dialysables. Le fucose, sucre spécifique de l'acide colanique, est un 6-

désoxy-hexose dosé par cette méthode.
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10 a2 100 pL de la préparation d'acide colanique sont dilués dans de l'eau distillée
(g.s.p. 1 mL), puis 4,5 mL d'un mélange 6/1 d'acide sulfurique/H,0 est ajouté. La solution est
ensuite chauffée a 110°C pendant 20 minutes. L'absorbance de chaque échantillon est ensuite
mesurée a 396 et 427 nm en présence et en absence de 100 UL de chlorure de cystéine 3%.
L'équation (A396 avec chlorure de cystéine=A396 sans chlorure de cystéine)-(A427 avec chlorure de cystéine ~A427 sans
chlorure de cystéine), permet de mesurer la concentration en fucose par comparaison avec une

gamme étalon de fucose variant entre 5 et 100 ug.

La taille du polymeére d'acide colanique est analysée par SDS-PAGE. 10 uL de
solution purifiée d'acide colanique sont repris dans du tampon de charge 5 fois concentré et
déposé sur un gel de polyacrylamide a 3,5% d’acrylamide/bisacrylamide. La migration est
effectuée a 200 V et arrétée 1 heure apres que le bleu de bromophénol soit sorti du gel. Le gel
est ensuite plongé dans le tampon de coloration de composition : bleu Alcian 0,25 g pour 100
mL / éthanol 25% / acide acétique 10% / H,O 65%. Le bleu Alcian est un colorant basique
tétravalent se fixant sur les radicaux acides (Karlyshev and Wren, 2001). Apres coloration, le

gel est décoloré par la méme solution ne contenant pas le colorant.

Ce protocole est adapté de celui décrit pour la bactérie S. typhimurium par Groisman et

al. (1997).

2 mL de milieu non inducteur MNI (voir section 1.1.3) sont ensemencés par une
préculture saturée de bactéries et incubés une nuit sous agitation a 37°C. Les bactéries sont
ensuite lavées 3 fois dans du milieu inducteur MI (voir section 1.1.3) puis réensemencées au
1/100 dans 2 mL de ce milieu. Les bactéries sont cultivées sous agitation a 37 °C jusqu’a
A600=0,3-0,5. Environ 100 000 bactéries sont alors récupérées puis incubées sous agitation en
présence de différentes concentrations en polymyxine (2,5 pg/mL et 5 pg/mL) dans 1 mL de
milieu MI pendant 1 heure a 37°C. Une culture témoin en absence de polymyxine est
également réalisée. Des échantillons de 50 pL de chaque culture sont alors étalés sur boites de
gélose sans polymyxine. Les boites sont ensuite incubées une nuit a 37°C. On calcule le
pourcentage de résistance des bactéries en déterminant le nombre de clones résistants pour
chaque concentration de polymyxine par rapport au nombre de clones survivants dans ces

mémes conditions sans polymyxine.
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Résultats

I Caractérisation du role de la phosphorylation sur la

tyrosine de la protéine Ugd chez E. coli

Comme nous ’avons vu dans 1’exposé bibliographique, la protéine Ugd d’E. coli a été
I’un des premiers substrats des BY-kinases a étre identifié. En effet, il a été démontré in vitro
que la BY-kinase Wzc., d’E. coli K12 était capable de phosphoryler et d’activer cette enzyme
(Grangeasse et al., 2003). L’UDP-acide glucuronique produit par Ugd est non seulement un
¢lément précurseur de 1’exopolysaccharide d’E. coli, 1’acide colanique, mais il participe
¢galement a la synthése du 4-amino-4-désoxy-L-arabinose (L-Ara4N), composé impliqué
dans les phénomenes de résistance a la polymyxine. Par conséquent, il nous est apparu
particulierement intéressant de déterminer si la protéine Ugd est également un substrat de la
BY-kinase Etk et si sa phosphorylation influence la synthése de 1’acide colanique et la

résistance a la polymyxine.

I.1 Phosphorylation in vitro_de la protéine Ugd par la BY-
kinase Etk

Les protéines Etk, fusionnée au niveau de son extrémité N-terminale a la GST (GST-
Etk) et Ugd, fusionnée au niveau de son extrémité N-terminale a une étiquette 6 histidines
(Hise-Ugd) ont ¢été surproduites et purifiées a homogénéité en une seule étape
chromatographique (Matériels et méthodes 11.3.5 et 11.3.4 respectivement). La
phosphorylation de la protéine Hise-Ugd par la protéine GST-Etk a ensuite été testée en
présence de [}-P]JATP. Aprés séparation par électrophorése sur gel de polyacrylamide et
autoradiographie, nous avons constaté que la protéine Ugd est phosphorylée par la protéine

Etk (Fig. 33).

GST  Hisg- GST-Etk +
-Etk Hise-Ugd
97 kDa —
’ < Etk
Figure 33 : Purification des protéines GST-Etk et
60 kDa _
Hisg-Ugd et phosphorylation in vitro de la
45 kDa — ; = Ugd protéine Hisg-Ugd par la protéine GST-Etk.
30 kDa —

Bleu de Coomassie  Autoradiographie
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Nous avons également construit le plasmide pQe30-Etk.,, exprimant la partie
cytoplasmique de la protéine Etk fusionnée au niveau de son extrémité N-terminale & une
étiquette 6 histidines (Hiss-Etkeyio) dans le but de tester sa capacité a phosphoryler Ugd. Nous
avons observé que la partie cytoplasmique d’Etk est suffisante pour développer une activité

tyrosine-kinase et phosphoryler la protéine Ugd (Fig. 34).

Hisg-Etkeyio
HiS6-EtkCyto
+
Hise-Ugd

Figure 34 : Autophosphorylation de la protéine

Hisg-Etk.y, et phosphorylation de la protéine d
45kDa Ug

Hisg-Ugd par la protéine Hise-Etky, in vitro.

Et
30 kDa Kevo

Les deux BY-kinases d’E. coli, Wzc et Etk, sont donc capables de phosphoryler la

protéine Ugd in vitro.

1.2 Identification in vitro du site de phosphorylation de la

protéine Ugd

Au laboratoire, il avait ét¢ démontré par électrophorése bidimensionnelle que la
protéine Ugd était phosphorylée sur un seul résidu tyrosyle (Grangeasse et al., 2003). Sur la
base d’alignements de séquences et de comparaisons structurales, 11 mutants de la protéine
Ugd avaient été construits modifiant les tyrosines Tyr'?, Tyr”', Tyr', Tyr®®, Tyr*'’, Tyr*",
Tyr™?, Tyr*”, Tyr”?, Tyr’”, et Tyr’™ en phénylalanines dans le but de déterminer le site de
phosphorylation d’Ugd. Malheureusement aucun d’entre eux n’avait conduit a une extinction,

ni méme a une diminution du signal de phosphorylation détecté en radioactivité.

L’analyse du phosphoprotéome de B. subtilis par spectrométriec de masse a montré
que, chez cette bactérie, I’'UDP-glucose déshydrogénase Ugdps (YwqF) est phosphorylée sur
la Tyr’® (Macek et al., 2007). Nous avons alors généré un modéle tridimensionnel des deux
protéines, basé sur la structure de la protéine Ugd de S. pyogenes (code PDB : 1DLI) en
utilisant le programme Geno3D (Combet et al., 2002) (Fig. 35).
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Figure 35 : Modélisation des protéines Ugd d’E. coli (=) et YwqF de B. subtillis (—) a partir de la
structure calculée de la protéine Ugd de S. pyogenes (PDB=1DLI) (==) en présence du NADH (=) grace
au programme Geno3D. (A) Superposition des 3 structures. (B) Agrandissement au niveau des Tyr ’des
protéines Ugd de S. pyogenes et YwqF de B. subtillis et de 1a Tyr’' de la protéine Ugd d’E. coli en présence
du NADH.

Ce modéle montre que la Tyr’' d’Ugd occupe une position trés semblable a la Tyr’
d’Ugdgs. Elles sont toutes les deux situées au niveau de la poche catalytique de I’enzyme, a
proximité de la molécule de NAD". Cette observation conduit a penser que le site de
phosphorylation d’Ugd est la Tyr’'. Or, la mutation de ce résidu avait déja été réalisée et
testée mais ne causait aucun changement dans I’intensité du signal de phosphorylation. Nous
avons donc décidé de reprendre l’analyse de la protéine Ugd Y71F en modifiant notre

protocole de phosphorylation in vitro.

La protéine Ugd Y71F fusionnée au niveau de son extrémité N-terminale a une
étiquette 6 histidines (Hise-Ugd Y71F) a donc été surproduite et purifiée & homogénéité. Nous
avons réalisé des mesures de DLS afin de s’assurer que la mutation de la Tyr’' ne modifiait
pas le repliement de la protéine. Le rayon hydrodynamique mesuré pour Ugd Y71F est le
méme que celui obtenu pour Ugd: 62 + 3 A, confirmant que la mutation n’affecte pas la

structure globale de la protéine.

Nous avons ensuite effectué¢ de nouveaux tests de phosphorylation de ce mutant avec
les BY-kinases Wzcy, et Etkeyio, €n modifiant les conditions de fagon a éviter d’éventuels
phénoménes de phosphorylation artéfactuelle pouvant se produire in vifro sur certaines
tyrosines trés accessibles. Nous avons ainsi pu observer une extinction du signal de
phosphorylation de la protéine Ugd Y71F tout en maintenant le signal sur Ugd en incubant 2
pg d’Ugd ou d’Ugd Y7IF avec 20 ng de Wzcey, ou d’Etkey, en présence de 5 pCi de [y-
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Résultats

3ZPJATP et 50 uM d’ATP non radioactif pendant 2 minutes a 37°C (Fig. 36). Nous pouvons
donc conclure de ces expériences que la Tyr'' est un site de phosphorylation de la protéine
Ugd, commun aux deux BY-kinases Wzc et Etk. Cependant, étant donné les difficultés
rencontrées pour mettre en évidence ce site de phosphorylation, nous ne pouvons pas exclure

qu’il existe d’autres sites de phosphorylation de la protéine Ugd.

Ugd + Etkey
Ugd Y71F +

Ugd +
Wzceyio

Ugd Y71F +
WZCcyto
Etkeyio

Figure 36 : Phosphorylation in vitro des

protéines Ugd et UgdY71F par les fragments
— < Ugd .
45 kDa & protéiques Wzcy, et Etkcyo.
30 kDa < BY-Kinase

1.3 Phosphorylation in vivo _de la protéine Ugd par Wzc ou

Etk en fonction des conditions de culture

Nous avons voulu vérifier que la phosphorylation d’Ugd observée in vitro sur la Tyr’'

pouvait étre retrouvée in vivo.

Pour cela, nous avons construit la souche JM83 ugd:-kan”™ dans laquelle le géne ugd a
été remplacé par la cassette de résistance a la kanamycine du vecteur pKD4. Nous avons
également construit les vecteurs pUC-ugd-resA et pUC-ugdY71F-rcsA que nous avons ensuite
introduits dans la souche JM83 ugd::kan". Le plasmide pUC-resA induisant I’expression de
I’opéron de biosyntheése de 1’acide colanique a également été introduit dans la souche JM83
ugd: :kan®. Cette derniére souche ainsi que les souches IM83 (pUC-resA) et IM83 wze: :kan®
(pUC-rcsA) préalablement construites au laboratoire ont été utilisées comme contrdles. Nous
avons préparé un extrait total de protéines a partir d’une culture de chacune des ces souches et
nous avons controlé 1’expression et la phosphorylation des protéines Ugd et Wzc par
immunorévélation en utilisant les anticorps anti-Ugd, anti-Wzc et anti-phosphotyrosine (Fig.

37).

Nous avons observé que la BY-kinase Wzc., est exprimée dans nos conditions de

culture et qu’elle est active puisqu’elle est également révélée par 1’anticorps PY20. De plus,
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nous avons constaté que, dans ces conditions, la protéine Ugd est également exprimée et
phosphorylée in vivo par la BY-kinase Wzc.,. En effet, le signal de phosphorylation d’Ugd
n’est pas détecté dans la souche JM83 wzc: kan" (pUC-resA) n’exprimant pas Wzce,. Enfin,
nous confirmons que la Tyr’" est bien le site de phosphorylation de la protéine Ugd par Wzce,
puisqu’avec la souche JM83 ugd::kan® (pUC-ugdY71F-rcsA) aucun signal de
phosphorylation au niveau d’Ugd n’est détecté bien que la protéine soit correctement

exprimée (Fig. 37).

Augd+ Augd+
ugd ugdY71F Figure 37: Expression et

Anti-PY - - P, - -—85 kDa phosphorylation in vivo des protéines
& Wzc Ugd, Ugd Y71F et Wzc dans différentes
i- — =385 kDa
Anti-Wze - - - T souches JMS83. Les protéines sont
; détectées par immunorévélation avec les
anti-Py [N N N 45 kDa b

Ugd anticorps anti-Wzc, anti-Ugd et anti-

Anti-Ugd - - - - -'45 kDa phosphotyrosine (PY20).

wt  Awzc Augd

En parall¢le, nous avons également construit les vecteurs pUC-ugd et pUC-ugdY71F
que nous avons introduits dans la souche W3110 ugd::kan® précédemment construite au
laboratoire. Les souches W3110, W3110 etk:-kan® et W3110 ugd::-kan™ déja présentes au
laboratoire ont été utilisées comme controles. L’ensemble ces souches ont été cultivées dans des
conditions de culture induisant la résistance d’E. coli a la polymyxine. Dans ces conditions, il
a ¢té décrit que la BY-kinase Etk est exprimée et qu’a I’inverse la BY-kinase Wzc ne 1’est
pas. Nous avons préparé un extrait total de protéines a partir de chacune des ces cultures et
controlé I’expression et la phosphorylation des protéines Ugd et Etk par immunorévélation en

utilisant les anticorps anti-Ugd, anti-Wzc et anti-phosphotyrosine (Fig. 38 A).

Nous avons, tout d’abord, remarqué que Wzc,, n’est effectivement pas exprimée dans
nos conditions de culture. En revanche nous observons un signal de phosphorylation aux
alentours de 85 kDa qui disparait dans la souche W3110 ezk::kan” . Ceci suggére que ce signal
correspond a celui de la BY-kinase Etk. Pour confirmer cette proposition nous avons réalisé
une RT-PCR a partir d’une préparation d’ARN de la souche W3110 cultivée en conditions de
résistance a la polymyxine. Nous avons utilis¢ ’amorce 44 pour réaliser la réaction de
transcription inverse et les amorces 45 et 46 pour la PCR (taille attendue : 404pb). Cette
expérience a démontré que le gene erk est bien exprimé dans nos conditions de culture (Fig.

38 B).

-03 -




D’autre part, nous avons vérifié que la protéine Ugd est elle aussi exprimée dans les
conditions de culture utilisées. Nous avons également observé que la protéine Ugd est
phosphorylée in vivo par la BY-kinase Etk. En effet, un signal de phosphorylation sur la
protéine Ugd est détecté dans la souche sauvage. Or, dans cette souche, seule la BY-kinase
Etk est exprimée. De plus, ce signal disparait dans la souche W3110 ezk::kan" n’exprimant
pas Etk. Enfin, nous confirmons que la Tyr71 est bien le site de phosphorylation de la protéine
Ugd par Etk puisqu’aucun signal de phosphorylation au niveau d’Ugd n’est détecté dans la
souche W3110 ugd::kan™ (pUC-ugdY71F) bien que la protéine soit correctement exprimée.

A B M-100pb Etk Contréle

Augd+ Augd+

wt  Aetk Augd ugd ugdY71F

Anti-PY [ I B B -85 kDa
Etk < Etk
Anti-Wzc -85 kDa
ANti-PY - - -45 kDa
- - Ugd
Anti-Uugd e I I @ - 45 kDa

Figure 38 : (A) Expression et phosphorylation in vivo des protéines Ugd, Ugd Y71F, Wzc et Etk dans
différentes souches W3110 cultivées en conditions permettant la résistance a la polymyxine. Les
protéines ont été détectées par immunorévélation avec les anticorps anti-Wzc, anti-Ugd et anti-
phosphotyrosine (PY20). (B) Expression d’Etk mise en évidence par RT-PCR.

Nous avons donc montré que selon les conditions de culture utilisées, la protéine Ugd
pouvait étre phosphorylée in vivo sur le méme site de phosphorylation, la Tyr’', soit par la
BY-kinase Wzc,,, soit par la BY-kinase Etk. Ceci constitue le premier exemple d’une protéine

bactérienne phosphorylée par deux tyrosine-kinases différentes.

Des résultats précédemment obtenus au laboratoire avaient montré que la
phosphorylation de la protéine Ugd augmentait son activité déshydrogénase (Grangeasse et
al., 2003). Nous avons voulu vérifier que la Tyr’' est bien le site de phosphorylation

responsable de I’activation d’Ugd.
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Nous avons donc déterminé 1’activité UDP-glucose déshydrogénase in vitro des
protéines Ugd et UgdY71F en présence ou en absence de la protéine Wzc.y, en suivant la
formation de NADH par mesure de 1’absorbance du milieu réactionnel a 340 nm. En effet, la
réaction d’oxydation de I'UDP-glucose en UDP-acide glucuronique par Ugd implique la

réduction concomitante de deux molécules de NAD" en NADH.

Comme attendu, Ugd possede une faible activité basale qui est augmentée d’environ 6
fois par phosphorylation (Fig. 39). A I'inverse, la protéine Ugd Y71F présente une activité
déshydrogénase quasi nulle et indépendante de la présence ou non de la protéine Wzccy,. Ceci
suggere que la protéine Ugd purifiée a été partiellement phosphorylée in vivo lui conférant
ainsi cette faible activité, tandis que la mutation de la Tyr’' mime une protéine complétement
déphosphorylée et inactive. Nous pouvons donc conclure que I’activité déshydrogénase de la

protéine Ugd est régulée positivement par la phosphorylation d’un unique site, la Tyr’'.
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Figure 39 : Analyse de l'activité UDP-glucose déshydrogénase de la protéine Ugd en fonction de son état de
phosphorylation.

Nous avons vu dans [’exposé¢ bibliographique que 1’UDP-acide glucuronique
synthétisé par Ugd est un précurseur de la sous-unité d’acide colanique. Nous venons d’établir
que Pactivité déhydrogénase d’Ugd est régulée par phosphorylation sur la Tyr’'. Nous avons
donc supposé que la phosphorylation d’Ugd sur la Tyr"' par Wzce, pouvait influencer la

biosynthese de I’acide colanique.
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Résultats

Dans le but de vérifier cette hypotheése, nous avons tout d’abord observé I'aspect de
différentes colonies d’E. coli sur boite de LB-agar (Fig. 40). En effet, les souches produisant
de I’acide colanique présentent un phénotype mucoide qui est facilement décelable sur boite
de LB-agar par I’aspect gras et brillant des colonies. La souche sauvage JM83 (pUC-rcsA)
exprimant la protéine RcsA forme de gros clones possédant un aspect brillant et visqueux
caractéristique du phénotype mucoide engendré par la syntheése d’acide colanique. La souche
IM83 ugd: :kan® (pUC-resA), inactivée au niveau du géne ugd et exprimant la protéine RcsA,
présente, quant a elle, un caractére non-mucoide. Les clones sont beaucoup plus petits,
d'aspect sec et mat. Nous avons observé que le phénotype mucoide est rétabli lorsque la
souche JM83 ugd: :kan" est complémentée par le plasmide pUC-ugd-rcsA exprimant a la fois
Ugd et ResA. Par contre, I’introduction du plasmide pUC-ugdY71F-rcsA exprimant RcsA et
la protéine Ugd mutée au niveau de sa Tyr'' ne permet pas de restaurer efficacement la
synthése de ’acide colanique de la souche JM83 ugd::kan". Cependant, il est intéressant de
noter que ces clones deviennent tout de méme plus gros que les clones de la souche JM83
ugd::kan® aprés 72 heures de culture, suggérant qu’une faible activité du mutant UgdY71F

subsiste.

JM83 JM83 Lgd- JM83 ugd- JMB3 ugd-
pUC-rcsA pUC-rcsA pUC-ugd-resA  pUC-ugdY71F-

Figure 40 : Observation du phénotype mucoide en fonction de 1’état de phosphorylation de la protéine Ugd.
Le phénotype mucoide des souches JM83 (pUC-rcsd), IM83 ugd::kan® (pUC-rcsA), IM83 ugd.:kan"
(pUC-ugd-rcsA) et IM83 ugd: :kan® (pUC-ugdY71F-rcsA) a été déterminé aprés 24 h a 37°C suivide 72 h a
température ambiante.

1.5.1 Dosage de D’acide colanique produit en fonction de la

phosphorylation de la protéine Ugd

Afin de confirmer cette observation visuelle, nous avons purifié et dosé I’acide
colanique produit par ces différentes souches (Fig. 41). Nous pouvons remarquer que les
souches JM83 pUC-resd et IM83 ugd::kan™ (pUC-ugd-resA) synthétisent des quantités
importantes d’exopolysaccharides. En effet, 2500 et 1900 pg équivalents fucose/L de
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culture/unité de Ago ont respectivement €té obtenus. A 1’inverse, la souche JM83 ugd:.'kanR
ne synthétise quasiment plus d’acide colanique (environ 10 fois moins). Les valeurs mesurées
sont en accord avec les phénotypes mucoides et non mucoides des souches correspondantes
observés sur les boites de LB-agar. La souche JM83 ugd::kan™ (pUC-ugdY71F-rcsA) produit
un peu plus d’acide colanique que la souche non complémentée, mais la valeur reste faible.
En effet, cette souche produit 400 pg équivalents fucose/L de culture/unité de Ay d’acide
colanique. La phosphorylation de la protéine Ugd sur la Tyr’" influence donc positivement la

quantité d’acide colanique produit.
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Figure 41 : Acide colanique produit en fonction de 1’état de phosphorylation de la protéine Ugd. L’acide
colanique des souches JM83 (pUC-rcsA), IM83 ugd::-kan™ (pUC-resA), IM83 ugd: kan® (pUC-ugd-resA)
et IM83 ugd: :kan® (pUC-ugdY71F-resA) a été purifié et dosé par la méthode des méthylpentoses (Dische,
1955). Les concentrations d’acide colanique sont indiquées en équivalents fucose en g/L/unité de Ag.

Certains travaux décrivent que la quantité d’UDP-acide glucuronique intracellulaire
peut influencer la taille des polymeéres capsulaires (Ventura et al., 2006). Afin de vérifier si,
chez E. coli, la taille du polymere d’acide colanique est également influencée par la quantité
d’UDP-acide glucuronique produit, nous avons analysé les préparations d’acide colanique
purifié¢ sur gel SDS-PAGE 3,5% coloré au bleu Alcian (Fig. 42) (Min and Cowman, 1986).
Cette analyse révele une hétérogénéité comparable de la taille de I’acide colanique produit par
les souches JM83 (pUC-rcsA), IM83 ugd: -kan” (pUC-ugd-resA) et IM83 ugd::kan™ (pUC-
ugdY71F-rcsA). Nous pouvons donc conclure que la phosphorylation d’Ugd sur la Tyr71
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influence la quantité¢ d’acide colanique produit mais ne semble pas modifier pas la taille du

polymere synthétisé.
JME3 pUC-resd JME3 nod- JME3 nod- JME3 nod-
plUC-rosA pUC-ugd-resd pUC- wgd Y7 1R -resd
TuL 251L TuL 251L

Figure 42 : Analyse de l'acide colanique en fonction de 1’état de phosphorylation de la protéine Ugd.
L'acide colanique purifié & partir de des souches JM83 (pUC-rcsd), IM83 ugd::kan® (pUC-rcsA), IM83
ugd: kan® (pUC-ugd-resA) et IM83 ugd: :kan® (pUC-ugdY71F-rcsA) a été analysé par SDS-PAGE 3,5% et
coloré au bleu Alcian 0,1%.

La BY-kinase Wzc., intervient donc dans deux étapes de la biosyntheése de 1’acide
colanique. Une premicre étape que 1’on pourrait qualifier de précoce et qui consiste a
phosphoryler la protéine Ugd sur la Tyr’' dans le but de favoriser la synthése de la sous-unité
d’acide colanique. Puis, une seconde étape, plus tardive, dans laquelle 1’état de
phosphorylation de Wzc elle-méme semble intervenir directement pour réguler 1’assemblage

et ’export du polymeére synthétisé.

Nous avons vu dans I’exposé bibliographique que 1’UDP-acide glucuronique
synthétisé par Ugd est un précurseur du L-Ara-4N, composé impliqué dans le développement
de la résistance des bactéries a certains peptides antimicrobiens cationiques dont la
polymyxine B, par modification du groupement phosphate du lipide A du LPS. De plus, nous
savons qu’Etk influence la capacité de résistance d’E. coli a la polymyxine B (Lacour et al.,
2006) et nous venons d’établir que I’activité déhydrogénase d’Ugd est stimulée par
phosphorylation sur la Tyr’". Nous pouvons donc supposer que la phosphorylation d’Ugd sur

la Tyr"" par Etk influence la capacité de résistance d’E. coli a la polymyxine.
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Dans le but de vérifier cette hypothese, nous avons comparé la capacité de résistance a
la polymyxine B de la souche W3110 ugd::kan" (pUC-ugdY7IF) a celle des souches W3110,
W3110 ugd: :kan"™ et W3110 ugd::kan™ (pUC-ugd) cultivées en conditions de résistance a la
polymyxine (Fig. 43). Nous avons observé que la souche W3110 ugd:-kan® ne développe
qu’une tres faible résistance, méme pour une concentration de 2,5 pg/mL de polymyxine B.
Cette observation est en accord avec les résultats précédemment publiés (Lacour et al., 2006).
La complémentation de la souche W3110 ugd::kan® par le vecteur pUC-ugd, restaure un
niveau de survie a la polymyxine comparable a celui de la souche W3110 en présence de 5
pg/mL de polymyxine (environ 25%) et méme supérieur en présence de 2,5 pg/mL de
polymyxine (environ 40% contre 30%). Cette observation valide la fonctionnalité de notre
essai. A partir de la, nous avons mesuré la résistance a la polymyxine de la souche W3110
ugd:-kan® (pUC-ugdY71F). Nous avons obtenu des niveaux de résistance intermédiaires, de 2
a 3 fois inférieurs a ceux de la souche W3110 ugd::kan" (pUC-ugd) (19% et 8% de résistance
a2,5et5 pg/mL de polymyxine B). L’ensemble de ces résultats nous permettent de conclure
que la phosphorylation de la protéine Ugd sur la Tyr’' par la BY-kinase Etk régule la
résistance a la polymyxine B d’E. coli. Ces expériences contribuent a expliquer le role d’Etk

observé précédemment dans ce processus (Lacour et al., 2006).

60 W31 10R
ugd: kan
pUC-ugd
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8 40—
§ W3110 W3110
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0 pUC-ugd Y71F
- I
e W3110 i
ugd:-kan®
25 5 25 5 25 5

ug/mL polymyxine

Figure 43 : Résistance a la polymyxine B en fonction de I’état de phosphorylation de la protéine Ugd. Les
moyennes de résistance sont obtenues en déterminant le nombre de colonies par boite et exprimé en % du
nombre de colonies de la boite témoin ne contenant pas de polymyxine.
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II Caractérisation biochimique et structurale de la BY-

kinase A1-B2 de S. aureus

Nous avons obtenu, en collaboration avec 1’équipe de cristallographie dirigée par
Sylvie Nessler (LEBS, Gif-sur-Yvette), la premiere structure cristallographique d’une
tyrosine-kinase bactérienne, la chimeére AlcB2 de S. aureus, sous ses formes active et
inactive. Nous avons, a partir de ces deux structures, réalisé différentes analyses biochimiques
afin de comprendre le mécanisme d’autophosphorylation intermoléculaire de B2, de
déterminer le mode d’activation de B2 par Al, et de vérifier la pertinence de 1’état

d’oligomérisation observé.

II.1 Description de la structure cristallographique de Al1.B2

La structure cristallographique de la protéine chimére AlcB2 de S. aureus a été
obtenue a une résolution de 1,8 A (code PDB : 3BFV) (Fig. 44). Elle révéle que la protéine est
organisée sous forme de monomeére et posséde un repliement particulier de type o/
caractéristique du domaine de fixation des nucléotides des protéines a P-loop. Dans la
structure obtenue, le domaine N-terminal comprenant 1’étiquette 6 histidines et les résidus 194
a 196 de Al, ainsi que le domaine C-terminal (résidus 215 a 230) comprenant le tyrosine

cluster de B2 ne présentent pas de densité électronique bien définie.

Figure 44 : Structure cristallographique de
AlcB2. Al est représenté en gris, B2 en
dégradé de couleur arc-en-ciel. La
molécule d’ADP ainsi que le cation Mg”"
sont indiqués en noir. Les éléments de
structure secondaire sont directement

inscrits sur la figure.
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La protéine B2 est constituée d’un feuillet B central composé de 7 brins (B1-7),
entouré d’un c6té de 4 hélices o (a1-4) et de 1’autre de 6 hélices a (0t5-10). La boucle reliant
le brin B1 a I’hélice a3 constitue le motif de fixation des phosphates appelé P-loop, formé par
les aminoacides du Walker A (E* APGAGKS™). Le fragment cytoplasmique de Al est
composé d’une hélice o (atA) interagissant avec I’hélice al0 de B2 et d’un brin B (BA)
interagissant avec le brin 37 de B2 et complétant le feuillet central  de la protéine. Les zones
de contact entre Alc, et B2 représentent une surface totale de 3000 A? et sont constituées
essentiellement de résidus hydrophobes, expliquant pourquoi la chimere AlcB2 est plus

soluble que la protéine B2 seule.

La structure obtenue contient un ion Mg** et une molécule d’ADP résultant sans doute
de I’hydrolyse de ’ATP présent dans la solution de cristallisation (Fig. 44). Les interactions
typiques entre le groupement phosphate de I’ADP et la P-loop sont observées. L’ADP est
également stabilisé par interaction de I’atome d’oxygéne 4 de son ribose avec 1’Arg*'? de B2
et ’interaction des atomes d’azote 6 et 7 de son cycle adénine avec la chaine latérale de
I’Asn*"'. L’ion Mg2+ est totalement chélaté par la chaine latérale de la Ser’®, le phosphate 3 de
I’ADP et quatre molécules d’eau étant elles-mémes stabilisées par un réseau d’interaction
faisant intervenir les trois acides aspartiques conservés, Asp’’ et Asp’’ du Walker BI et

Asp"®’ du Walker B2 (Fig. 45).

Figure 45 : Vue détaillée du
site catalytique d’Al1B2. La
molécule d’ADP ainsi que
les résidus importants sont
indiqués en batonnets et

annotés.
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Résultats

I1.2 Description de la structure cristallographique de
Al B2(KS5M)

La structure cristallographique de la forme inactive et non phosphorylée de la protéine
Al1¢B2 mutée sur la lysine de son Walker A (A1¢B2(K55M)) a également été obtenue a une
résolution de 2,6 A. Les sous-unités de cette structure adoptent un repliement similaire a celui
de la protéine Al¢B2 avec un rmsd de 0,67 A sur un total de 241 résidus alignés. La
différence majeure entre les deux structures réside dans leur structure quaternaire. En effet, la
protéine AlcB2(K55M) s’associe en octamere pour former un anneau (Fig. 46). Dans cette
configuration, le tyrosine cluster forme une longue boucle flexible plongeant dans la poche

catalytique de la sous-unité voisine.

Figure 46 : Structure cristallographique de A1¢B2(K55M). Al est représenté en gris, les 8 sous-unités de
B2 sont alternativement bleue ou jaune, les tyrosine clusters sont indiqués en rouge et les molécules d’ADP
en noir.
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Résultats

I11.3 Etude du mécanisme d’autophosphorylation

intermoléculaire

Dans la structure d’Al¢B2(K55M), nous pouvons voir précisément la dernicre

225

tyrosine du tyrosine cluster (Tyr™) dans la poche catalytique du monomere voisin (Fig. 47

A). Elle y est maintenue par des interactions hydrophobes avec les chaines latérales de la

82 et des deux prolines du Walker B2 (Pro"” et Pro'®

225

Lys ) (Fig. 47 B). Le groupement

hydroxyle de la Tyr*™ pointe vers le groupement phosphate 3 de I’ADP situé a une distance

de 4,8 A. Nous avons donc estimé que la distance entre le groupement hydroxyle de la Tyr**
et le groupement phosphate y d’une molécule d’ATP serait réduite a 2,84 A. Enfin, nous
pouvons remarquer que I’Asp’’ du Walker B1 est idéalement positionné pour déprotonner le
groupement hydroxyle de la Tyr** et ainsi catalyser sa phosphorylation. Cette organisation de
la protéine en octamere permet donc d’expliquer le mécanisme de phosphorylation

intermoléculaire des BY-kinases.

Figure 47 : Tyrosine cluster d’une sous-unité plongeant dans la poche catalytique de la sous-unité voisine.
(A) Vue globale. (B) Vue détaillée du site catalytique. La molécule d’ADP (noire), le tyrosine cluster
(rouge) ainsi que les résidus importants sont représentés en batonnets et annotés.

Le tyrosine cluster formant une boucle flexible, il peut étre envisagé que les autres
tyrosines prennent la place de la Tyr*® pour étre phosphorylées. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons analysé la préparation de AlcB2 purifiée, utilisée en cristallisation, par
¢électrophorese sur gel natif (Fig. 48 A). Cette analyse a révélé la présence de 4 formes de la
protéine AlcB2 correspondant potentiellement a 4 états de phosphorylation différents.
L’analyse des quatre bandes issues du gel natif par spectrométrie de masse MALDI-TOF a

confirmé qu’il s’agissait bien de quatre états de phosphorylation différents puisque les quatre
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bandes du gel natif correspondent a la protéine portant respectivement un seul groupement
phosphate (m/z 1799,7), deux groupements phosphate (m/z 1879,7), trois groupements
phosphate (m/z 1959,6) et quatre groupements phosphate (m/z 2039,6) au niveau du tyrosine
cluster (Fig. 48 B). On peut observer une légere contamination du premier échantillon par le
deuxieme conduisant a la détection d’une faible quantité de deux groupements phosphate sur

le spectre de la premiére bande.
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Figure 48 : Analyse de I’état de phosphorylation de A1B2. (A) Analyse par électrophorése sur gel natif de
la préparation de Al¢B2 purifiée. (B) Spectres des peptides D216-E228 de B2 extraits des bandes 1 a 4 du
gel natif obtenus par spectrométric de masse MALDI-TOF. ® indique la présence d’un groupement
phosphate.

Nous pouvons conclure de ces analyses que la protéine AlcB2 sous sa forme
monomérique est phosphorylée de fagon hétérogene au niveau de son tyrosine cluster aussi
bien sur 1 seule que sur deux, trois ou méme quatre tyrosines. Cependant, ces analyses
suscitent une interrogation sur le mécanisme précis de phosphorylation intermoléculaire : se
fait-il de facon ordonnée en suivant un schéma particulier consistant, par exemple, en la

phosphorylation initiale de la Tyr*>

qui libére ensuite la poche catalytique et permet la
phosphorylation des tyrosines suivantes en respectant un ordre précis ou se fait-il plus
simplement de fagon aléatoire ? Pour répondre a cette interrogation, nous avons construit 18
mutants de la protéine Al¢B2 portant chacun différentes combinaisons de mutation des
tyrosines du tyrosine cluster soit en phénylalanine pour mimer une tyrosine non phosphorylée,

soit en acide glutamique pour mimer une tyrosine phosphorylée (Fig. 49).
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Figure 49 : Mutants construits pour étudier le mécanisme
d’autophosphorylation d’Al¢B2. M représente une
phénylalanine ou un acide glutamique.
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Ces mutants ont €té surproduits et purifiés a homogénéité, puis leur capacité a
s’autophosphoryler a été testée en présence de [y->"P]JATP et analysée par électrophorése sur
gel de polyacrylamide et autoradiographie. Nous pouvons constater que toutes les
combinaisons de mutation de trois tyrosines en phénylalanine conduisent a la phosphorylation
de la tyrosine restante. Ceci indique que chaque tyrosine est phosphorylable de fagon
indépendante de la phosphorylation des autres. De plus, le signal semble identique pour
chacun de ces mutants suggérant que les quatre tyrosines sont phosphorylées de manicre

équivalente, et qu’en particulier la Tyr*®

qui est retrouvée dans la poche catalytique de la
structure cristallographique n’est pas plus facilement phosphorylable que les autres. Nous
pouvons donc considérer que la position du tyrosine cluster dans la structure de la forme
inactive Al¢B2(K55M) que nous avons obtenue ne représente que l’'une des 4 positions
possibles. Nous pouvons également remarquer que le signal de phosphorylation est

proportionnel au nombre de tyrosines présentes ce qui confirme que toutes les tyrosines

semblent phosphorylables indépendamment de la phosphorylation des autres (Fig. 50).

Retained (+) and substituted (-) tyrosine residues

+ - - = H + - + - + - - = " + - + - + 225
+ - + + + + - + + - 224
+ + + + 0 + 4 - + 222
+ = - + + - - + 221
WT Y substituted with E Y substituted with F
._35_0_ el Ol - —— - = " S

Figure 50 : Autophosphorylation in vitro des protéines AlcB2 portant chacune différentes combinaisons
de mutation des tyrosines du tyrosine cluster soit en phénylalanine (F), soit en acide glutamique (E). (+)
indique un résidu tyrosine conservé, (-) indique un résidu tyrosine muté.
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Résultats

Une analyse du profil de phosphorylation de ces mutants par électrophorese sur gel
natif nous a permis de nous assurer que la mutation d’une ou plusieurs tyrosines n’affecte

effectivement pas la phosphorylation des autres (Fig. 51).

AleB2
WT YYYF YYFF YFFF FFFF

Figure 51 : Electrophorése sur gel natif des

protéines Al¢B2, Al¢B2 YYYF, AlB2 YYFF,

.’ AlcB2 YFFF, AlcB2 FFFF préalablement
) phosphorylées in vitro.

Nous pouvons conclure de cette analyse par mutagenése dirigée que toutes les

tyrosines du tyrosine cluster sont phosphorylables de maniére équivalente, sans ordre

préférentiel et indépendamment de la phosphorylation des autres tyrosines.

I11.4 Etude du mécanisme d’activation de B2 par Al

La structure du monomére de AlcB2 montre que le peptide correspondant a
I’extrémité C-terminale cytoplasmique de Al « entrelace » B2 et semble compléter la poche

de fixation de I’ATP (Fig. 52).

Figure 52 : Interaction entre Alc, et B2. Al est représenté en ruban jaune, I’ATP en batonnets et la
surface de B2 est colorée en fonction de son potentiel électrostatique.

Plus précisément, on s’apercoit que la Phe””' de Alc, semble impliquée dans la
stabilisation de I’ATP en participant a une interaction hydrophobe classique de type =

stacking avec le noyau adénine de I’ATP. Ainsi I’adénine est « prise en sandwich » entre la
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Phe’”' de Alg et ’Arg®'? de B2 (Fig. 45). Pour vérifier cette observation, nous avons
construit le mutant Alc(F221A)B2 et nous avons comparé son activité autokinase a celle de
la protéine AlcB2. Nous avons constaté que la protéine Alc(F221A)B2 est nettement moins
phosphorylée que la protéine AleB2 (Fig. 53). Ceci indique que la Phe®*! de Al joue
effectivement un role important dans le mécanisme catalytique de la protéine AlB2 et valide
la stabilisation de PATP par la Phe™' de Al dans la poche catalytique de B2 mise en
évidence par I’analyse de la structure cristallographique. Ceci est en accord avec 1’étude
précédente (Soulat et al., 2006) qui avait démontré que ’effet activateur de A1 sur ’activité
kinase de B2 était di a une augmentation de l’affinité de B2 pour ’ATP suite a son

interaction avec Al.

WT  F221A

Figure 53 : Autophosphorylation in vitro des protéines

Hisg-A1¢B2 et Hisg-Al(F221A)B2. AlcB2

Au sein de I’octamere, deux zones de contact principales sont observées entre deux
monomeres. Comme nous 1’avons déja évoqué, la premiere est constituée par I’interaction du
tyrosine cluster d’une sous-unité avec la poche catalytique de la sous-unité adjacente. La
seconde se trouve a l'interface de deux monomeres entre 1’hélice o2 d’une sous-unité et
I’hélice a7 et la boucle B2-04 de la sous-unité voisine (Fig. 46). Ces zones de contact
représentent respectivement 44% et 50% de la surface totale de contact entre 2 monomeres
qui est évaluée a environ 2000 A% Cette valeur est suffisamment élevée pour étre considérée
comme représentative d’interactions biologiquement importantes (Lo Conte et al., 1999). Le
fragment Al n’est pas directement impliqué dans les contacts de 1’octameére, a 1’exception
d’une interaction spécifique entre le résidu Glu*” de I’hélice oA de Alg et la Lys193 de
I’hélice a10 de la sous-unité de B2 adjacente (Fig. 47 B). Ces résidus avaient déja été mis en
¢vidence dans une étude précédente (Soulat et al., 2006) par comparaison de la structure
secondaire de B2 avec celle de MinD. Il avait notamment été démontré que la mutation de ces

deux résidus diminuait 1’activité kinase de B2.

- 107 -



En ce qui concerne la seconde surface de contact a I’interface entre deux monomeres,
on s’apercoit qu’elle met plus précisément en jeu des liaisons hydrogene entre les résidus

133

Glu®, Arg” et Arg” de I’hélice 02 d’une sous-unité et les résidus Arg®' et Glu'** de la boucle

B2-04 et de I’hélice o7 respectivement de la sous-unité voisine (Fig. 54 A). Etant donné que
I’octamérisation de Al¢B2 semble expliquer son autophosphorylation intermoléculaire, nous
avons voulu vérifier I’'importance de ces résidus dans la capacité d’autophosphorylation de la
protéine. Pour cela nous avons construit le mutant Al1¢B2 ERR/A que nous avons surproduit
et purifi¢ a homogénéité. Nous avons ensuite comparé son activité autokinase a celle de la
protéine AlcB2. De fagon surprenante, nous avons constaté qu’il n’y a quasiment pas de
différence entre le mutant et la protéine sauvage (Fig. 54 B). Nous avons recommencé
I’expérience en nous rapprochant des conditions rencontrées in vivo en n’utilisant non plus la
chimere Al¢B2 mais les deux protéines entieres et distinctes Al et B2 et en maintenant la
protéine Al dans la membrane interne. Nous avons donc construit le mutant B2 ERR/A que
nous avons surproduit et purifi¢ a homogénéité, de méme que la protéine B2. En parallele
nous avons préparé des vésicules de membrane interne enrichies en protéine Al. Nous avons
ensuite réalisé un test de phosphorylation en incubant les protéines B2 ou B2 ERR/A avec une
préparation de vésicules de membrane interne enrichie en Al en présence de [y->"P]. De cette
maniere, nous avons remarqué une différence significative entre 1’autophosphorylation de B2
et celle de B2 ERR/A. En effet, le comptage en scintillation de la radioactivité portée par les
deux protéines indique que le signal d’autophosphorylation de B2 ERR/A ne représente que
16% de celui de la protéine sauvage (Fig. 54 C). Dans ces conditions, il semble que les
résidus Glu®, Arg®® et Arg” de B2 soient nécessaires a I’interphosphorylation de la protéine

ce qui soutient I’existence de 1’octamere in vivo.

A B C Membrane enrichie
5 en Al
+
L AlgB2  AlcB2 B B2
ﬂ ERR/A ERR/A

35 kDa

-

Figure 54 : (A) Contact a I'interface de deux monomeres. (B) Autophosphorylation in vitro des protéines
AlB2 et Al¢B2 ERR/A. (C) Autophosphorylation in vitro des protéines B2 et B2 ERR/A en présence de
vésicules de membrane interne enrichies en Al.
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Résultats

Des alignements de séquences de diverses BY-kinases ont démontré que les résidus
Glu®, Arg®®, Arg”, Arg®' et Glu'*, impliqués dans le contact de deux monoméres au sein de

la configuration octamérique, sont trés conservés parmi les BY -kinases (Fig. 55).
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Figure 55 : Alignement de séquences des BY-kinases AlcB2 de S. aureus, YwqCce-YwqD et YveKc-
YveL de B. subtilis, et de la partie C-terminale cytoplasmique des BY-kinases Wzc et Etk d’E. coli, Ptk
d’A. johnsonii, et de trois BY-kinases de Erwinia amylovora (BYKE), Ralstonia solanacearum (BYKR)
et Stigmatella arauntiaca (BYKS). Les résidus impliqués dans les contacts de 1’octamére sont signalés
par une étoile verte, les résidus formant la P-loop sont indiqués par un rectangle rouge, les résidus fixant
I’adénine de I’ATP par un triangle bleu, les résidus chélatant le Mg par un cercle blanc, la Tyr** par un

triangle cyan et les résidus interagissant avec la Tyr*> par un cercle orange.
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Cette observation indique que 1’organisation en octamere doit étre un mode d’organisation

ubiquitaire des BY-kinases et suggere un role fonctionnel important de I’octamere.

II1 Etude structurale et fonctionnelle de la BY-Kinase

Wzc., A’E. coli

Nous avons obtenu, en collaboration avec 1’équipe de cristallographie dirigée par
Sylvie Nessler (LEBS, Gif-sur-Yvette), la structure cristallographique du domaine
cytoplasmique de la tyrosine kinase Wzc., d’E. coli K12, mutée au niveau de la lysine
catalytique de son motif A de Walker (K540M). L’analyse de cette structure nous a permis de
définir 1’état d’oligomérisation de la protéine Wzc,,, de comprendre son mécanisme
d’autophosphorylation en revisitant la pertinence de la phosphorylation de la tyrosine interne
Tyr569, et de proposer un rdle pour le domaine RK, riche en arginine et en lysine, retrouvé

uniquement chez les BY-kinases des protéobactéries.

La structure cristallographique de la partie cytoplasmique de la protéine Wzc., d’FE.
coli K12, portant la mutation K540M a été obtenue a une résolution de 3,2 A (code
PDB : 3LA6). Elle révele que la protéine Wzc.y, sous sa forme inactive et par conséquent non
phosphorylée, est organisée sous forme d’octamere, formant un anneau de diametre interne 50
A et de diamétre externe 120A (Fig. 56 A), tout comme la BY-kinase Al¢B2(K55M) de S.
aureus (2VED). Les huit sous-unités monomériques de Wzcey, K540M possedent un
repliement identique, de type o/f caractéristique du domaine de fixation des nucléotides des
protéines a P-loop, trés comparable a ceux des deux premieres structures de BY-kinases
décrites AlcB2 de S. aureus (3BFV) et Etkeyo d’E. coli (3CIO). En revanche, une partie du

domaine RK (résidus 482 a 493) ne présente pas de densité électronique bien définie.

Dans la structure obtenue, chaque monomere contient un cation, probablement un ion
Ca”" présent en plus forte concentration dans la solution de cristallisation que les ions Mg”", et
une molécule d’ADP également présente dans la solution de cristallisation (Fig. 56 B). Le

cation interagit avec le groupement hydroxyle de la chaine latérale de la Thr**! du Walker A
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et le phosphate B de ’ADP qui est lui-méme maintenu par les interactions typiques de ce

groupement phosphate avec les atomes d’azote des chaines principales des résidus Ser™’,

™ et Gly**® du Walker A. L’ ADP est également stabilisé par interaction des atomes d’azote

696

de son cycle adénine avec la chaine latérale du résidu Asn”" et les chaines principales des

471 473

résidus Pro™" et Ser'’”, ainsi que par une interaction hydrophobe de type w stacking de son

(. . . (o 542
cycle adénine avec la chaine latérale du résidu Phe™.

Figure 56 : Structure cristallographique de Wzc.y, K540M. (A) Les 8 sous-unités composant I’octameére
sont chacune représentées d’une couleur différente et les molécules d’ADP présentes dans chaque
monomere sont indiquées en noir. (B) Vue détaillée du site de fixation du cation et de I’ADP : les résidus
importants sont annotés dans la figure, le domaine RK est indiqué en pointillé.

I11.2 Etude du mécanisme d’autophosphorylation de Wzc,.q,

Dans la structure obtenue, le tyrosine cluster de chaque sous-unité forme une longue
boucle flexible plongeant dans la poche catalytique de la sous-unité voisine. Comme dans le
cas d’ Al¢B2(K55M), nous pouvons remarquer que la derniere tyrosine du tyrosine cluster,

la Tyr"'s

, est située a proximité de la molécule d’ADP (Fig . 57). Elle est maintenue dans cette
position par des interactions hydrophobes avec les chaines latérales de la Lys>®’, d’une part et
des deux prolines du Walker B2 (Pro®** et Pro®”), d’autre part. Nous pouvons également

564

remarquer que ’Asp™ " du Walker Bl est idéalement placé pour déprotonner le groupement

hydroxyle de la Tyr’" et ainsi catalyser sa phosphorylation (Fig. 56 B).
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Figure 57 : Tyrosine cluster d’une sous-unité plongeant dans la poche catalytique de la sous-unité voisine.
La molécule d’ADP est indiquée en noir, le tyrosine cluster en rouge.

708 710 711 713

Une étude précédente avait démontré que les résidus Tyr"™, Tyr' ", Tyr" ", Tyr" ~ et
Tyr '"® du tyrosine cluster étaient phosphorylés (Grangeasse et al., 2002). Ceci est en accord
avec la structure obtenue, puisque de simples changements conformationnels permis par la
flexibilité de la boucle du tyrosine cluster suffisent pour placer chacune de ces tyrosines dans

la position de la Tyr’"

au niveau du site catalytique. En revanche, la phosphorylation de la
premiére tyrosine du tyrosine cluster, la Tyr'”’, apparait extrémement difficile car elle
demanderait un changement conformationnel considérable. Ceci est également en adéquation
avec 1’étude citée précédemment dans laquelle les auteurs n’avaient pas mis en évidence la
phosphorylation de cette tyrosine. Ainsi, 1’oligomérisation de Wzc en octamere permet,

comme dans le cas d” Al¢B2, d’expliquer le mécanisme de phosphorylation intermoléculaire

de son tyrosine cluster.

En revanche, la structure obtenue ne permet pas d’expliquer la premiere étape de
phosphorylation intramoléculaire de la protéine Wzc sur la Tyr569 précédemment observée et

3% est bien située

décrite comme activant la protéine (Grangeasse et al., 2002). En effet, la Tyr
a proximité de la molécule d’ADP mais n’est pas dans une position convenable pour sa
phosphorylation selon le mécanisme typique de transfert du phosphate y de I’ATP par les

kinases a P-loop (Hartmann et al., 2006). En effet, dans ce mécanisme I’atome receveur du
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groupement phosphate doit étre aligné avec 1’atome de phosphore du groupement phosphate y
et I’atome d’oxygene reliant les groupements phosphate B et y de I’ATP. Pour placer la Tyr’®
dans une position compatible avec son intraphosphorylation, il faudrait lui faire subir un

changement conformationnel important qui impliquerait de modifier la position des résidus

562 564

catalytiques Asp™ et Asp”  du motif Bl de Walker, endommageant la poche catalytique et
conduisant vraisemblablement a la perte de I’activité kinase de la protéine (Soulat et al.,
2007). De la méme maniere, un changement dans 1’orientation de la molécule d’ATP pour
permettre la phosphorylation de la Tyr’® ne parait pas envisageable (Smith and Rayment,

1996). Au vu de cette structure, il semble donc que la Tyr’® ne soit pas phosphorylable.

Pourtant, 1’étude faite a partir de la structure d’Etk a indiqué que I’équivalent de la
Tyr’®, la Tyr’ ", est phosphorylée (Lee et al., 2008). Les auteurs ont de plus proposé un
mécanisme expliquant 1’activation de la protéine par cette phosphorylation (Lee and Jia,
2009 ; Lu et al., 2009). Nous avons donc réalis¢ différentes expériences pour déterminer si le
mécanisme d’activation propos€¢ pour Etk pouvait étre adapté a Wzc. Nous avons, tout
d’abord, vérifié I’hypothése selon laquelle la phosphorylation de la Tyr’®® pourrait induire la
libération du site catalytique et activer la fonction kinase de la protéine. Pour cela nous avons
produit et purifié la protéine Wzce, Y569A. Nous avons ensuite comparé son activité
autokinase a celle de la protéine Wzcey, en réalisant un test de phosphorylation en présence
de [y-P]JATP. Aprés électrophorése sur gel de polyacrylamide, autoradiographie, et
comptage en scintillation, nous avons constaté que ce mutant posséde une activité kinase tres
faible, ne représentant que 10% de celle de la protéine sauvage (Fig. 58 A). Ce résultat est
surprenant car la mutation Y569A mime un site actif libre et devait selon I’hypothése de Lee
et al. (2009) conduire a une activité kinase comparable a celle de la protéine sauvage. Nous
avons également vérifi¢ I'influence de cette mutation en mesurant la quantité d’acide
colanique produit par une souche d’E. coli inactivée au niveau du géne wzc et exprimant une
copie épisomale du géne wzc Y569A. Comme dans le cas de 1’activité kinase, nous pouvons
remarquer que la production d’acide colanique est fortement altérée par la mutation Y569A
(Fig. 58 B et C), confirmant que dans le cas de Wzc, la protéine n’est pas activée par rotation

de la chaine latérale de la Tyr’® pour libérer le site catalytique comme proposé pour Etk.
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Figure 58 : (A) Autophosphorylation in vitro de Wzcy, et Wzcey, Y569A. (B) Expression des protéines
Wzc et Wze YS569A in vivo, Immunorévélation avec I’anticorp anti-Wzc d’extraits totaux de protéines
obtenues a partir des souches JM83 wze: kan® (pUC-resd), IM83 wze:-kan™ (pUC-wzc-resd), et IM83
wze:kan® (pUC-wze Y5694-resA). (C) Quantités relatives d’acide colanique produites par ces mémes
souches.

La Tyr’®, bien que non phosphorylable, est néanmoins importante pour 1’activité
kinase de Wzc ainsi que pour la production d’acide colanique. En examinant la structure de
Wzc, nous avons remarqué que la Tyr'® peut effectivement jouer un role dans I’activité
kinase de Wzc. En effet, une liaison hydrogéne peut étre établie entre le groupement
hydroxyle de la Tyr'® et le groupement phosphate o de I’ADP participant ainsi a sa
stabilisation dans la poche catalytique. Pour confirmer cette observation, I’équipe de Sylvie
Nessler a comparé ’affinité¢ des protéines Wzccy, €t Wzceyo YS69F pour le mant-ADP. 11
s’est avéré que le mutant Wzcey, YS69F possede une affinité pour I’ADP cinq fois inférieure
a celle de la protéine sauvage, confirmant ainsi le réle crucial de I’interaction de la Tyr’® avec
le phosphate o de ’ADP dans la fixation de celui-ci, et par conséquent, sur 1’activité kinase
de la protéine et la phosphorylation intermoléculaire de son tyrosine cluster. Ceci conduit a
une réinterprétation des résultats obtenus auparavant, a savoir que la trés faible
phosphorylation observée pour la protéine Wzc.y, dépourvue de son tyrosine cluster ne
correspond pas a une réelle phosphorylation de la Tyr569 mais plutét a une phosphorylation
artéfactuelle, biologiquement non significative. L’activité kinase extrémement réduite

observée pour le mutant Wzcy, YS69F ne serait pas due a I’absence de phosphorylation de la

-114 -



Tyr’® mais plutdt 4 une modification de I’affinité de la protéine pour PATP en raison de

I’impossibilité de créer une liaison hydrogene.

II1.3 Pertinence physiologique de I’octameére

L’octamere est principalement maintenu grace a trois zones de contact : la premicre
est constituée par I’interaction du tyrosine cluster d’une sous-unité avec la poche catalytique

de la sous-unité adjacente, la seconde implique le motif E>”*X,RX,R"* de I’hélice 02 d’un

618 566

monomere avec les résidus Glu”® de I’hélice a7 et Arg’™ de la boucle B2-a4 du monomere
voisin déja mise en €vidence dans la structure de AlB2, et la troisieme, moins importante,
implique notamment les interactions entre les résidus Gln*>’ de I’hélice oA et Tyr*®” du brin
BA d’une sous-unité avec respectivement les résidus Lys®™ et GIn®® de I’hélice 010 de la
sous-unité adjacente (Fig. 59). La surface totale de ces zones de contact est évaluée a environ

2700 A% Cette valeur est représentative d’interactions biologiques (Lo Conte et al., 1999).

Figure 59 : Zones de contact entre deux
monomeres. Le premier monomeére est
représenté en dégradé de couleur, le
second en gris. Les résidus impliqués

sont directement annotés sur la figure.

Nous avons voulu déterminer 1’influence de I’octamérisation de Wzc sur sa capacité
d’autophosphorylation. Pour cela, nous avons construit le mutant Wzc.,, ERR/A que nous
avons purifié et testé en phosphorylation en présence de [y-"P]JATP. Aprés électrophorése sur
gel de polyacrylamide et autoradiographie, nous avons constat¢ que la différence
d’autophosphorylation entre le mutant et la protéine sauvage était assez faible, 25% seulement
(Fig. 60 A). Nous avons donc recommencé 1’expérience en nous rapprochant des conditions

rencontrées in vivo, en n’utilisant non plus la partie cytoplasmique purifiée de la protéine mais
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la protéine entiere incluse dans des vésicules de membrane interne. Nous pouvons, dans ce
cas, remarquer une différence significative entre I’autophosphorylation de Wzc et celle de
Wzc ERR/A (Fig. 60 B). En effet, la phosphorylation de Wzc ERR/A ne représente que 9%
de la phosphorylation de la protéine sauvage. Comme pour AlcB2, le motif EX;RX,R de
Wzc est donc important pour I’interphosphorylation de la protéine. Ceci conforte 1’existence

de I’octameére in vivo et lui prédit un rdle physiologiquement important.
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Figure 60 : Influence du motif EX,RX,R sur I’autophosphorylation de Wzc. (A) Autophosphorylation in
vitro de la partie cytoplasmique purifiée des protéines Wzc et Wzc ERR/A. (B) Autophosphorylation in
vitro de vésicules de membrane interne enrichies en Wzc ou Wzc ERR/A préparées a partir des souches
IMS83 wzc::kan (pUC-wzc-resa) et IM83 wze. :kan (pUC-wze ERR/A-resa).

Afin de préciser le role fonctionnel de I’octamere, nous avons étudié I’importance du
motif EX,RX,R dans la production d’acide colanique. Pour cela, nous avons purifié et dosé
I’acide colanique produit par les souches IM83 wzc::kan” (pUC-wzc-resA) et IM83 wze: kan®
(pUC-wzc ERR/A-rcsA). Nous pouvons remarquer que la souche exprimant la protéine Wzc
mutée au niveau du motif EX;RX,R synthétise environ trois fois moins d’acide colanique que
la souche sauvage (Fig. 61). Ceci démontre que 1’association de la protéine Wzc en octamere

est importante pour la biosynthése de I’acide colanique.
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Figure 61 : (A) Expression des protéines Wzc et Wzc ERR/A in vivo. Immunorévélation avec I’anticorps
anti-Wzc d’extrait totaux de protéines obtenues par culture des souches IM83 wzc.-kan" (pUC-rcsA), IM83
wze:kan® (pUC-wzc-resA), et IM83 wze::kan® (pUC-wze ERR/A-resA). (B) Quantités relatives d’acide
colanique produites par ces mémes souches. (C) Photographies des clones sur boites de LB-agar.

I11.4 Etude de la fonction du domaine RK de Wzc

La densité électronique correspondant a la région du domaine RK, constitué des
résidus 473 a 496, n’est pas bien définie, ce qui conduit a penser que le domaine RK forme
une boucle tres flexible. L’alignement des séquences primaires des protéines Wzc et AlcB2
montre que le domaine RK de Wzc est situé exactement a 1’intersection entre le domaine C-

terminal de A1l et le domaine N-terminal de B2 (Fig 62).
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Figure 62 : Alignement de séquence des protéines Wzc, Etk (3CIO) et Al¢B2 (2VED). Les éléments de
structure secondaire sont indiqués au dessus, les résidus conservés surlignés en rouge et les résidus
équivalents écrits en rouge sont mis en évidence par un encadrement bleu. Le domaine RK est indiqué par
des rectangles bleus en dessous de la séquence en acide aminés ; de méme le motif de Walker A est indiqué
par des rectangles cyans, le motif DXD (ou Walker B1) par des rectangles verts, la tyrosine interne
régulatrice par un rectangle noir et le motif de Walker B2 par des rectangles oranges.

En comparant les poches catalytiques d’Al¢B2 et Wzc, nous nous sommes apergus
que dans le cas d’Al¢B2, la molécule d’ADP est trés enfouie dans la structure et parait
extrémement bien maintenue, alors que dans le cas de Wzc avec le domaine RK en position
« ouverte », la structure est beaucoup plus « aérée » autour de la molécule d’ADP qui parait
donc beaucoup plus libre (Fig. 63 A et B). A partir de cette observation et compte tenu de
I’emplacement du domaine RK dans la séquence de Wzc, nous avons émis I’hypothése que,

de la méme manieére que Alc active B2 en complétant la poche de fixation de I’ATP, la
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boucle flexible constituant le domaine RK pourrait étre rabattue contre le corps de la protéine
pour stabiliser I’ATP dans la poche catalytique et ainsi réguler I’activité kinase de Wzc. Nous
avons alors placé par modélisation moléculaire le domaine RK dans une position « fermée »,
le ramenant vers la molécule d’ADP de fagon a obtenir une configuration dans laquelle I’ADP
semble aussi bien maintenu que dans le cas d’Al¢B2 (Fig. 63 C). Ce changement de

conformation est stable lors d’une dynamique moléculaire réalisée pendant 10 ns.

(A) AlcB2 (B) Wzc domaine RK (C) Wzc domaine RK
« ouvert » « fermé »

Figure 63 : (A) Structure cristallographique de AlcB2 montrant la fixation de I’ADP. (B) Structure
cristallographique de Wzc.y,, montrant la fixation de I’ADP ; le domaine RK a été ajouté par modélisation
moléculaire en conformation « ouverte ». (C) Mod¢lisation moléculaire de la conformation fermée du domaine
RK. A1Ct est représenté en bleu, le domaine RK en vert.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons produit, dans un premier temps, la protéine
Wzceyo RKdel correspondant a la protéine Wzcey, dépourvue de son domaine RK. Nous
avons purifié cette protéine a homogénéité et avons testé sa capacité a s’autophosphoryler.
L’analyse de ce test par SDS-PAGE et autoradiographie a révélé que le domaine RK est
effectivement impliqué dans ’activité kinase de la protéine. En effet, une diminution de 87%
de I’activité kinase de Wzc est observée avec la délétion de ce domaine (Fig. 64). Nous avons,
dans un second temps, réalis¢ des mutations ponctuelles de différents acides aminés
composant le domaine RK (Lys*”’, Asp*™, Lys*™’, Lys**, Arg®’, Tyr®', Lys**?, et GIn*”) en
alanine pour déterminer plus précisément quels résidus sont impliqués dans la fixation de
I’ATP. Chacun de ces mutants a ¢été surproduit, purifié a homogénéité et sa capacité
d’autophosphorylation a été testée (Fig. 64). Cette analyse montre que le résidu Asp™ a un
effet crucial sur I’activité kinase de Wzc. En effet, sa mutation provoque une perte d’activité

kinase d’environ 90%. En examinant la structure de Wzc, nous pouvons observer que ce

résidu Asp™’ interagit avec les groupements hydroxyles du ribose de la molécule d’ADP et
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participe ainsi a sa fixation (Fig. 56 B). A I’inverse, la mutation des résidus Lys*’’, Lys* et

% n’a aucun effet sur Iactivité autokinase de Wzc. Lors de la mutation des résidus Lys*’,

Lys
Arg®®, Tyr*!, Lys™, et GIn™ nous obtenons une situation intermédiaire dans laquelle
I’activité kinase de ces mutants est entre 1,5 fois et 3 fois plus faible que celle de la protéine
sauvage. La structure obtenue ne fournissant pas d’information sur la position de ces acides
aminés et par conséquent sur leur role précis, nous ne pouvons que proposer que ces résidus
soient impliqués dans la fixation ou I’hydrolyse de ’ATP ou encore qu’ils interagissent avec

le tyrosine cluster de la sous-unité voisine pour le stabiliser dans une position idéale a sa

phosphorylation.

wr  RKdel [EREEY D40/ EEERIY K4s6A K489A R490AREEIENY K492A Q493A
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Figure 64 : Influence du domaine RK sur I’autophosphorylation de Wzc. Autophosphorylation in vitro de la
partie cytoplasmique purifiée des protéines Wzc, Wzc RKdel, Wzc K477A, Wzc D480A, Wzc K483A,
Wze K486A, Wze K489A, Wze R490A, Wze Y491A, Wze K492A et Wze Q493A.
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Nous avons également étudié 1’influence du domaine RK dans la production d’acide
colanique de la souche JM83 wzc::kan™ complémentée par différents vecteurs exprimant
les versions mutées de la protéine Wzc (Wzc RKdel, Wzc K477A, Wzc D480A, Wzc
K489A, Wzc R490A, Wzc Y491A, Wzc K492A et Wzc Q493A). De fagon surprenante,
alors que les résidus Lys*™’, Arg™’, Lys*? et GIn*” n’avaient qu’une influence moyenne
sur I’activité kinase de la protéine, ils ont, cette fois, un effet comparable a celui du résidu
Asp™®, a savoir une réduction d’environ 70% de la production d’acide colanique (Fig. 65).
La mutation Y491A ne diminue que trés peu la quantité d’acide colanique produit (27%)

alors qu’elle avait une influence sur la phosphorylation comparable a celle des résidus
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précédents. Le mutant Wzc RKdel est celui qui conduit a la plus faible production d’acide
colanique, soit 22% de la quantité d’acide colanique produit par la souche sauvage. A
I’inverse, le mutant K477A n’a pas d’influence sur la production d’acide colanique de la

méme maniere qu’il n’avait pas d’influence sur I’activité kinase de Wzc.
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Figure 65 : A) Expression des protéines Wzc, Wzc RKdel, Wzc D480A, Wzc K489A, Wzc R490A, Wzc
K492A et Wze Q493A in vivo. Immunorévélation avec 1’anticorps anti-Wzc d’extraits totaux de protéines
obtenues par culture des souches IM83 wzc::kan® (pUC-resA), IM83 wze: :kan® (pUC-wze-resA), et IM83
wze:kan® (pUC-wze RKdel-resA), IM83 wze::kan® (pUC-wze D480A-resA), IM83 wze: -kan™ (pUC-wze
K4894-resA), IM83 wze::kan® (pUC-wze R4904-resA), IM83 wze: -kan® (pUC-wze K492A4-resA), IM83
wze: kan® (pUC-wze 0493A4-resA),. (B) Influence du domaine RK sur la production d’acide colanique des
souches précédentes. (C) Photographies des clones sur boites de LB-agar.

L’ensemble de ces observations suggere que le domaine RK puisse agir comme un
domaine régulateur de la protéine Wzc, notamment au niveau de son activité kinase par

0 avec le ribose de la molécule d’ATP, mais

I’intermédiaire de 1’interaction du résidu Asp
également par intermédiaire des résidus Lys*™’, Arg*, Tyr*!, Lys*? et GIn*” qui
affectent plus faiblement 1’activité kinase de Wzc mais semblent impliqués dans d’autres
interactions importantes pour permettre la production d’acide colanique. Le domaine RK
pourrait, par exemple, servir de site de reconnaissance aux substrats de phosphorylation ou

de site d’ancrage pour les protéines partenaires du complexe d’assemblage et d’export des

polysaccharides extracellulaires.
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Dans la premiére partie de ce travail, nous avons caractérisé le role physiologique de la
phosphorylation sur la tyrosine de la protéine Ugd, une UDP-glucose déshydrogénase, par les
BY-kinases Wzc et Etk d’E. coli. Nous avons, tout d’abord, démontré que la Tyr'' de la
protéine Ugd est un site commun de phosphorylation par les BY-kinases Wzc et Etk aussi
bien in vitro qu’in vivo. Cette observation constitue le premier exemple d’une protéine
bactérienne phosphorylée au niveau de la tyrosine par deux BY-kinases différentes. Nous
avons également montré que la phosphorylation d’Ugd sur la Tyr’' augmente son activité
déshydrogénase in vitro. Pour comprendre ce mécanisme d’activation par phosphorylation,
nous avons réalisé deux modeles tridimensionnels de la protéine Ugd d'E. coli K12 a partir
des structures existantes de 1I’UDP-glucose déshydrogénase de Streptococcus pyogenes
(1DLI) et de la GDP-mannose déshydrogénase de P. aeruginosa (1IMVS). Ces deux modeles
conduisent a deux hypotheses différentes. La modélisation faite a partir de la structure de la
GDP-mannose déshydrogénase de P. aeruginosa (1MV8) nous permet de supposer que la
phosphorylation de la Tyr71 influencerait ’accessibilité du site catalytique. En effet, la
tyrosine non phosphorylée ferait une sorte de clapet bloquant I’accés du NAD" au site actif.
La phosphorylation de cette tyrosine pourrait induire une rotation de sa chaine latérale et
rendre ainsi le site catalytique accessible au substrat. Ce mécanisme a déja ét¢ proposé pour la
protéine Ugd de B. subtilis (Mijakovic et al., 2004). Le modele obtenu a partir de la structure
de I’'UDP-glucose déshydrogénase de S. pyogenes (1DLI) ne présente pas ce blocage du site
actif. En revanche, il montre que la phosphorylation de la Tyr’' influencerait plutot
I’interaction de la protéine avec le NAD', pouvant ainsi modifier son potentiel d’oxydo-

réduction de sorte a favoriser la réaction. Il faudrait maintenant vérifier ces deux hypothéses.

Nous avons ensuite établi que la phosphorylation d’Ugd sur la Tyr’', spécifiquement
réalisée par la BY-kinase Wzc, augmente la quantité d’acide colanique produit par E. coli
K12. En revanche, contrairement a ce qui avait été observé chez S. pneumoniae (Ventura et
al., 2006), ’activation d’Ugd par phosphorylation, bien qu’augmentant la quantité¢ d’UDP-
acide glucuronique disponible dans la cellule, ne modifie pas la taille de 1’acide colanique
produit. Il peut cependant étre envisagé que, chez E. coli, la phosphorylation de la protéine
Ugd influence la taille d’autres polysaccharides. En effet, I’'UDP-acide glucuronique est

¢galement un précurseur de la capsule de groupe 4 (G4C) par exemple chez d’autres souches

d’E. coli (Fig. 66).
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D’autre part, nous avons démontré que la phosphorylation d’Ugd sur la Tyr’',
spécifiquement accomplie par la BY-kinase Etk, favorise la résistance de la bactérie a la
polymyxine. Cette observation souléve premicrement la question de la régulation de
I’expression d’etk chez E. coli K12. En effet, le géne etk, situ¢ dans 1’opéron ymec, a été décrit
comme n’étant pas exprimé chez E. coli K12 dans des conditions standards de culture,
probablement en raison de la présence d’une séquence d’insertion IS1 au niveau de sa région
promotrice (Peleg et al., 2005). Or, nos résultats montrent que, dans des conditions de culture
particulieres, la protéine Etk est exprimée et est essentielle pour la résistance d’E. coli K12 a
la polymyxine. De la méme manicre, une autre étude indique qu’une souche E. coli K12
inactivée sur le gene etk présente une réponse aux chocs thermiques altérée (Klein et al.,
2003). Ceci indique qu’il existe un mécanisme particulier permettant d’initier I’expression
d’etk malgré la séquence d’insertion. Dans les conditions de culture permettant la résistance a
la polymyxine, les systemes a deux composants, PhoP/PhoQ et PmrA/PmrB, sont exprimés et
connus pour induire I’expression des génes responsables de la syntheése du L-Ara-4N (comme
I’opéron arn et le géne ugd). La protéine Etk étant exprimée dans ces conditions, nous
pouvons émettre I’hypothese que ces deux systemes a deux composants contrdlent également
I’expression de I"opéron ymec. 1l serait intéressant de déterminer le mécanisme précis de la

régulation de I’expression de cet opéron.

Le fait que I’expression de la BY-kinase Wzc ne permette pas de rétablir la résistance
a la polymyxine d’une bactérie inactivée sur le géne etk indique également qu’au-dela de leur
homologie et de leur capacité commune a activer Ugd par phosphorylation, les BY-kinases
Wzc et Etk possedent chacune des particularités leur permettant d’assurer des roles distincts
dans la régulation de la physiologie d’E. coli. Wzc et Etk peuvent se distinguer par leur
aptitude a interagir spécifiquement avec des partenaires propres a la production d’acide
colanique ou a la résistance a la polymyxine, par leur capacité a phosphoryler spécifiquement
d’autres substrats impliqués dans 1’un ou ’autre de ces deux processus, ou encore par leur
faculté a détecter et a répondre a des signaux extérieurs différents conduisant a I’expression
particuliere de I'un des deux phénotypes. Par exemple, il a récemment été démontré chez K.
pneumoniae que Wzc phosphorylait une seconde protéine impliquée dans la biosynthése des
polysaccharides capsulaires, la protéine Wcal (Lin et al., 2009). Il serait intéressant de tester

si cette protéine est aussi phosphorylée par Etk, ou s’il s’agit d’un substrat spécifique de Wzc.
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Pour illustrer la premicre partie de ce travail, nous proposons un schéma récapitulatif
montrant que la phosphorylation d’Ugd est au carrefour de deux voies métaboliques distinctes
(Fig. 66). En effet, nous avons établi que la phosphorylation d’Ugd sur la Tyr',
spécifiquement réalisée par la BY -kinase Wzc, participe a la régulation de la quantité d’acide
colanique produit par E. coli, tandis que la phosphorylation d’Ugd, également sur la Tyr’',
mais spécifiquement accomplie par la BY-kinase Etk, influence la capacité de la bactérie a
résister a la polymyxine. Ce schéma fait également apparaitre que la BY-kinase Wzc
intervient dans deux étapes de la biosynthese de ’acide colanique. Une étape précoce qui
consiste en I’activation de la protéine Ugd par phosphorylation dans le but de favoriser la
synthése de la sous-unité d’acide colanique, puis, une seconde étape, plus tardive, dans
laquelle 1’état de phosphorylation de Wzc elle-méme semble intervenir directement pour
réguler 1’assemblage et ’export du polymere. Cette analyse peut étre étendue a d’autres
bactéries, comme par exemple Streptococcus thermophilus, chez qui la protéine EpsE, une
UDP-glycosyl-transférase impliquée dans la production de son exopolysaccharide, a été
décrite comme phosphorylée par la BY-kinase EpsD (Minic et al., 2007). L’UDP-acide
glucuronique synthétisé par Ugd étant également impliqué dans la biosynthese de certaines
capsules de groupe IV produites par des souches pathogenes d’E. coli (Goldhar et al., 1980) et
nécessitant la présence d’Etk pour leur export (Ilan et al., 1999; Peleg et al., 2005 ), nous
avons également fait figurer sur ce schéma une régulation possible de la production de ces
capsules par phosphorylation de la protéine Ugd. De fagon similaire, la biosynthése du M pg
d’E. coli K12, une isoforme du LPS a laquelle sont fixées des sous-unités d’acide colanique

(Meredith et al., 2007) pourrait étre influencée par la phosphorylation d’Ugd.

Ce travail contribue a la caractérisation du rdle biologique de la phosphorylation des
protéines bactériennes sur la tyrosine et illustre le vaste role que peut jouer cette modification
dans la régulation de la physiologie bactérienne. Les BY-kinases apparaissent désormais
comme des cibles intéressantes pour le développement de nouveaux antibiotiques. Le fait que
les BY-kinases ne ressemblent pas aux tyrosine-kinases d’origine eucaryote en fait des cibles
d’autant plus privilégiées. En effet, un antibiotique ciblant les BY-kinases devrait présenter

des risques d’effets secondaires sur I’organisme-hote tres limités.
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Figure 66 : La phosphorylation de la protéine Ugd au carrefour de la production d’acide colanique et de la

Etk |

résistance a la polymyxine.

A partir de 1a, la caractérisation structurale et fonctionnelle des BY-kinases est
nécessaire pour 1’élaboration de molécules inhibant spécifiquement leur activité. C’est ce a
quoi nous nous sommes attachés dans la deuxieme et la troisiéme partie de ce travail. En effet,
les analyses des structures cristallographiques des domaines catalytiques des BY-kinases Wzc

et Al¢B2 nous ont permis d’améliorer les connaissances du mécanisme catalytique de ces

enzymes.

En particulier, nous avons déterminé le mode d’activation de B2 par A1 en démontrant
que la partie C-terminale de A1 complétait la poche de fixation de I’ATP et, plus précisément,
que la Phe”' de Al était impliquée dans la stabilisation de I’ATP par une interaction
hydrophobe de type m-stacking. Cette interaction est d’ailleurs retrouvée dans la structure de

2 Nous avons également approfondi 1’étude du

Wzc par I’intermédiaire du résidu Phe
mécanisme d’autophosphorylation intermoléculaire de B2 par mutagénese dirigée et démontré
que toutes les tyrosines du tyrosine cluster sont phosphorylables de maniére équivalente, sans

ordre préférentiel et indépendamment de la phosphorylation des autres tyrosines. En ce qui
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concerne l’activation de Wzc, nos travaux montrent que 1’autophosphorylation
intermoléculaire des tyrosines de son tyrosine cluster ne dépend pas d’une premicre étape
d’activation de la protéine par phosphorylation d’une tyrosine interne selon un mécanisme
intramoléculaire comme proposé précédemment (Grangeasse et al., 2002). En revanche, la
structure indique que cette tyrosine, bien que non phosphorylable, joue effectivement un rdle
régulateur dans ’activité kinase de la protéine en établissant une liaison hydrogéne avec le
groupement phosphate o de I’ATP. Elle participe ainsi a la stabilisation de ’ATP dans la
poche catalytique et, par conséquent, influence I’activité¢ kinase de la protéine et la
phosphorylation intermoléculaire de son tyrosine cluster. Cette analyse s’oppose au mod¢ele

d’activation d’Etk par rotation de la chaine latérale de la Tyr '™

Arg®* proposé par Lee et al. (2008). En effet, pour étayer leur modéle, ces auteurs avaient

phosphorylée vers le résidu

démontré que la mutation du résidu Arg®'* en alanine diminuait considérablement 1’activité
kinase d’Etk. Or, en analysant précisément les deux structures, nous pouvons remarquer que
1’Arg®™* (ou Arg®®” pour Wzc) établit une liaison hydrogéne avec le groupement carbonyle de
la liaison peptidique entre les résidus Gly”” et Tyr’’* (ou Gly’®® et Tyr’® pour Wzc). Cette

4 (Tyr*® pour

interaction est trés probablement importante pour le positionnement de la Tyr
Wzc) et son interaction subséquente avec le phosphate oo de ’ATP, expliquant ainsi la
diminution d’activité du mutant Etk R614A indépendamment de la phosphorylation de la

Ty

. Nous proposons donc un mécanisme commun d’autophosphorylation des BY-kinases
des firmicutes et des protéobactéries, exclusivement au niveau de leur tyrosine cluster et en

une unique étape de phosphorylation intermoléculaire.

Enfin, nous avons étudié I’'importance du domaine RK, spécifique des BY-kinases des
protéobactéries, dans 1’autophosphorylation de Wzc et la régulation de la biosynthése de
I’acide colanique. En particulier, nous avons démontré que le résidu Asp™’ participe a la
stabilisation de la molécule d’ATP par interaction avec les groupements hydroxyles de son
ribose et joue ainsi un rdle crucial dans I’activité kinase de la protéine. A partir de 1a, nous
pouvons proposer que les BY-kinases des protéobactéries et des firmicutes sont activées de
fagon comparable, soit par le domaine RK, soit par le peptide cytoplasmique de la protéine
membranaire activatrice, qui complétent la poche de fixation de I’ATP. D’autre part,
I’ensemble du domaine RK de Wzc semble jouer un réle dans la régulation de la production
d’acide colanique. De part son exposition a la périphérie de 1’octamére, nous pouvons
suggérer que ce domaine interagisse avec d’autres protéines du complexe d’assemblage des

polysaccharides extracellulaires ou encore qu’il puisse étre impliqué dans I’interaction avec
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les substrats des BY-kinases. Afin de préciser la fonction du domaine RK, il serait intéressant
d’étudier son role dans la phosphorylation des substrats tels qu’Ugd par exemple. Chez les
BY-kinases des firmicutes le domaine RK n’est pas retrouvé. Cependant, nous pouvons
suggérer que 1’absence de ce domaine est compensée par I’'indépendance des domaines
activateur et kinase de ces enzymes, ce qui offre au domaine kinase la possibilité d’interagir

avec différentes protéines activatrices.

Nous avons également mis en évidence que, sous leur forme non phosphorylée,
AlcB2 et Wze adoptent une conformation octamérique en forme d’anneau extrémement
comparable. Dans cette configuration, nous pouvons voir le tyrosine cluster d’une sous-unité
plonger dans la poche -catalytique de la sous-unité¢ voisine. L’autophosphorylation
intermoléculaire des BY-kinases sur leur tyrosine cluster s’opere donc selon un mécanisme
commun aux protéobactéries et aux firmicutes basé sur 1’octamérisation de la protéine. Nous
avons également mis en évidence I’implication du motif EX,RX,R, dans 1’association des
deux BY-kinases en octameére. Au dela du rdle crucial que joue ce motif dans
I’autophosphorylation des protéines Wzc et AlcB2, nous avons démontré, dans le cas de
Wzc, qu’il était également nécessaire a la biosynthese de 1’acide colanique. Ce motif étant tres
conservé au sein de la famille des BY-kinases, nous pouvons supposer que toutes les BY-
kinases adoptent cette conformation octamérique et que, de facon générale, 1’octamérisation
participe a la régulation de la biosynthése des polysaccharides extracellulaires. La forme
phosphorylée des protéines AlcB2 et Etk cristallisant sous forme de monomeére nous conduit
a supposer que le mécanisme d’autophosphorylation intermoléculaire du tyrosine cluster des
BY-kinases pourrait réguler 1’association/dissociation de 1’octamere. Il a auparavant été
suggéré qu’un processus cyclique de phosphorylation/déphosphorylation des BY-kinases par
des phosphotyrosine phosphatases régulerait la production des polysaccharides
extracellulaires (Obadia et al., 2007). Or, la phosphorylation/déphosphorylation étant
conjuguée a une association/dissociation des domaines cytoplasmiques des BY-kinases, nous
pouvons ¢également proposer qu’au-dela d’une implication per se de 1’octamére dans la
production des polysaccharides extracellulaires, son association/dissociation cyclique serait
¢galement un événement important de la régulation de cette voie de biosynthése. Ceci est
d’ailleurs soutenu par le fait que les mutations inhibant 1’activité kinase de Wzc, bloquant a
priori la protéine dans sa forme octamérique (Obadia et al., 2007) conduisent de la méme
maniére que la mutation du motif EX,RX;R bloquant la protéine sous sa forme dissociée, a

une nette diminution de la production d’acide colanique.
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A partir de ces nouvelles données, nous pouvons reconsidérer le réle des BY-kinases
dans la machinerie d’assemblage des polysaccharides extracellulaires de type Wzy-dépendant
et proposer un nouveau modele permettant d’expliquer le role régulateur des BY-kinases dans
la production des polysaccharides extracellulaires et, plus particulierement, dans leur export
(Fig. 67). En effet, le fait que Wzc puisse s’assembler en octamere de facon a former un
anneau permet d’envisager la possibilité que Wzc établisse un pore au niveau de la membrane
interne. Cette hypotheése est renforcée par le fait que la protéine Wza, présente dans la
membrane externe et également impliquée dans I’export de I’acide colanique, a récemment
été décrite comme formant un octamere en forme d’anneau capable d’interagir avec Wzc. Le
complexe Wza-Wzc pourrait ainsi constituer un canal traversant les membranes interne et
externe de la bactérie pour permettre le transport de I’acide colanique du cytoplasme a
I’extérieur de la cellule. De 1a, nous pouvons également imaginer que
’association/dissociation des domaines cytoplasmiques de Wzc pourrait contrdler I’ouverture
et la fermeture du pore au niveau des domaines transmembranaire et périplasmique. De la
méme maniere, nous pouvons supposer que 1’association/dissociation des domaines
cytoplasmiques de Wzc pourrait induire des contraintes au niveau des domaines
extracellulaires, affectant leur interaction avec les protéines du complexe d’assemblage de
I’acide colanique (polymérase, flippase, transférase) et régulant de la sorte la polymérisation
et ’export de ’acide colanique. Ainsi, la phosphorylation/déphosphorylation cyclique de Wzc
conjuguée a son association/dissociation cyclique en octameére ajusterait continuellement la
polymérisation et I’export de I’acide colanique. Etant donné la forte conservation des BY-
kinases, ce mod¢le pourrait étre étendu de fagon générale a la régulation de la biosynthese de
tous les polysaccharides extracellulaires produits par la voie Wzy-dépendante. Nous pouvons
ajouter que, dans ce modele, la phosphorylation des substrats des BY-kinases aurait lieu dans

la conformation ouverte de 1’octameére par la forme phosphorylée de la BY-kinase.
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Figure 67 : Mode¢le de régulation de la polymérisation et de I’export des polysaccharides extracellulaires

basée sur I’association/dissociation du domaine kinase des BY-kinases.

I1 faudrait maintenant confirmer ce nouveau modele. Pour cela, il faudrait poursuivre
la caractérisation structurale des BY-kinases, et notamment obtenir la structure de la protéine
entiere afin de déterminer le réle de la boucle périplasmique des BY -kinases ainsi que celui de
la petite partie N-terminale cytoplasmique. Ce travail pourrait également permettre de mettre
en évidence si, par analogie avec les tyrosine-kinases récepteurs des eucaryotes, leurs
domaines extracellulaires peuvent capter des signaux extérieurs permettant d’induire
I’activation du domaine catalytique. Il serait également intéressant d’obtenir des structures
cristallographiques de BY-kinases complexées a leurs substrats ou a leurs partenaires du
complexe d’assemblage des polysaccharides extracellulaires comme, par exemple, Wzc-Ugd,
Etk-Ugd, Wzc-flippase, Wzc-polymérase, afin de déterminer avec précision les zones
d’interaction entre ces différentes protéines et vérifier si le domaine RK est bien impliqué

dans ces interactions.
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