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PARTIE | — Synthése des données bibliographiques

1 Introduction

Dans le régne du vivant, les protéines membranaires assurent un réle
essentiel dans de nombreuses fonctions cellulaires en tant que porines,
transporteurs, canaux ioniques, pompes d’efflux etc... Chez 'lhomme, ces protéines
membranaires représentent 30% du génome. La plupart d’entre elles correspond a
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) ou des canaux ioniques impliqués
dans de nombreuses pathologies humaines comme le cancer, les maladies
neurologiques ou vasculaires et bien d’autres. Ainsi, il n'‘est pas surprenant de
constater que ces protéines sont la cible de 60% des médicaments sur le marché
(Muller, 2000). Chez les bactéries, les protéines membranaires ont également un
réle trés important notamment dans I'import de nutriments ou I'export de facteurs de
virulence par exemple. Ces aspects sont au coeur des études qui seront présentées
dans ce manuscrit.

Malgré limportance de ces protéines membranaires dans de nombreux
processus biologiques, la connaissance de leurs structures et le détail des
mécanismes d’action sont encore tres limités. Dans la Protein Data Bank (PDB), on
trouve aujourd’hui 85 000 structures et seulement 1 114 structures de protéines
membranaires déposées, soit 362 structures de protéines uniques (Figure 1). La
premiére structure résolue d’une protéine membranaire fut celle du centre
photoréactionnel de Rhodopseudomonas viridis en 1985 par Johann
DEISENHOFER, prix Nobel de Chimie en 1988 (Deisenhofer et al., 1985).
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Figure 1 : Représentation de I’évolution du nombre de structures de protéines membranaires
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Le manque d’informations structurales résulte de facteurs propres a I'étude de
ces protéines pour lesquels des difficultés expérimentales sont rencontrées a
différents niveaux: expression, solubilisation, purification, stabilisation et
cristallisation. Du fait de leur intégration dans la membrane cellulaire, les protéines
membranaires sont des molécules amphiphiles. Une partie de leur surface
hydrophobe est enchéssée dans la membrane alors que les zones hydrophiles sont
exposées au milieu extracellulaire aqueux. Ainsi pour étre étudiées in-vitro, les
protéines membranaires doivent étre extraites de la membrane cellulaire grace a
I'action de détergents. Les détergents peuvent s’'insérer dans la bicouche lipidique et
se lier au niveau de la section transmembranaire de la protéine, rendant ainsi la
protéine soluble. Chaque détergent posséde ses propres caractéristiques :
concentration micellaire critique (CMC), taille et forme des micelles. La CMC des
détergents est dépendante d'un certain nombre de parameétres comme la
température ou la force ionique. Leur action permet de mimer la membrane, de
maintenir les protéines en solution et ainsi éviter leur précipitation ou leur agrégation.

Les projets d’études structurales de macromolécules biologiques permettent non
seulement d’élucider la structure tertiaire des protéines mais aussi d’obtenir des
informations moléculaires sur les mécanismes des fonctions biologiques associées.
Pour résoudre ces structures, il existe plusieurs méthodes expérimentales : la
microscopie électronique, la RMN, la cristallographie mais I'apport d’informations
peut venir d’autres techniques biophysiques comme de la diffusion des rayons X aux
petits angles (SAXS) ou de la diffusion des neutrons.

Les projets de biologie structurale ont un réle prépondérant dans I'analyse des
structures tridimensionnelles et I'étude des modifications de conformation des
macromolécules biologiques (Giege & Sauter, 2010). Les données qui en résultent
représentent un atout majeur permettant la rationalisation de la conception de
nouvelles molécules bio-actives, par les chimistes organiciens. Parmi les différentes
phases des projets d’études structurales de protéines membranaires (Figure 2), les
étapes limitantes correspondent généralement a la bioproduction, a la solubilisation
mais surtout a la cristallogenése. La résolution de structure de protéines

membranaires reste aujourd’hui un défi pour les biochimistes structuralistes.
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La cristallogenése est un compromis entre théorie, expériences et criblages
extensifs de conditions de cristallisation. Un des obijectifs de ce travail était donc de
contribuer a 'amélioration des connaissances sur les procédés de bioproduction et
de cristallogenese de protéines membranaires.

Les bactéries Gram-négatives se caractérisent par une structure a deux
membranes, interne et externe, séparées par un espace périplasmique. La
membrane interne est constituée d'une bicouche de phospholipides traversée par
des protéines dont la partie transmembranaire est organisée en hélice o
(transporteurs ABC, cytochromes etc...). La membrane externe est asymétrique et
majoritairement composée de lipopolysaccharides au niveau de la face
extracellulaire. Les protéines de la membrane externe permettent des échanges
avec le milieu extérieur grace a différents types de canaux, spécifiques ou non. Ces
protéines sont généralement structurées en tonneau (. Au travers des projets
présentés dans ce manuscrit, nous avons tout d’abord souhaité obtenir des
informations sur les mécanismes moléculaires d’assimilation du fer chez les

bactéries Gram-négatives.

2 Le fer et les micro-organismes

21 Le fer

Le fer est le quatriéme élément le plus important de la crolte terrestre (4,7%,
en masse) aprés I'oxygéne (49,5%), le silicium (25,8%) et I'aluminium (7,8%). Dans
'environnement, la majeure partie du fer est combinée a de I'oxygéne sous forme
d’hydroxyde de fer (minerais, comme les hématites ou les goethites) ou sous forme
d’alliages peu biodisponible.

En biologie, le fer a un réle clé dans divers processus métaboliques comme la
synthése des acides nucléiques (Dougherty & Downs, 2006 ; Drakesmith & Prentice,
2008), la photosynthése (Okamura et al., 1975), la phosphorylation oxydative
(Schafer et al., 1996), le transport et le stockage de l'oxygéene, la régulation
génétique ou le transfert d’électrons (McHugh et al., 2003 ; Andrews et al., 2003 ;
Wandersman & Delepelaire 2004 ; Pra et al., 2012). Hormis quelques souches de
Lactobacilli (Imbert et al., 1998), des agents de la syphilis Trepanoma pallidum
(Posey et al.,, 1999), et des agents de la maladie de Lyme Borrelia burgdorferi
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(Posey & Gherardini, 2000), tous les autres micro-organismes et organismes vivants
ont besoin de fer pour leur développement.

Comme pour les autres nutriments, les micro-organismes doivent transporter
le fer dans le cytoplasme. Au cours de I'évolution, les bactéries ont donc développé
des systémes capables d’extraire le fer a partir de différentes sources et de le
transporter au travers des membranes. La surcharge en fer ou en héme étant
toxique pour la bactérie, les systemes de transport et d’utilisation du fer doivent étre

finement régulés.

2.2 Biodisponibilité du fer

Le fer est essentiel a la vie et malgré son abondance, il est trés peu
biodisponible. Dans I'environnement, le fer est retrouvé sous deux formes
majoritaires : Fe?* qui est la forme réduite ferreuse et Fe** qui est la forme oxydeée
ferrique. Grace a sa configuration électronique le fer ferrique est plus stable que le
fer ferreux. A pH physiologique, le fer ferrique est insoluble et précipite sous forme
d’hydroxydes de fer insolubles. En milieu saturé en oxygéne et a pH neutre, le fer
ferreux est trés réactif, instable et potentiellement toxique. En effet, il est rapidement
oxydé via la réaction de Fenton : Fe?* + H,0, — Fe** + OH™ + OH'. Cette réaction
libére un radical hydroxyle qui est le deuxiéme oxydant le plus puissant dans la
nature (Wardman & Candeias, 1996 ; Fenton, 1876). Ces radicaux peuvent
endommager et altérer les membranes en dégradant les lipides, inactiver différentes
protéines ou induire des lésions au niveau de '’ADN (Smith, 2004). Dans la cellule, la
protection contre ces effets passent par la séquestration du métal au sein de
différentes protéines.

De maniére générale, les mammiféres acquierent le fer par leur alimentation.
Dans ces systémes biologiques, la majorité du fer est sous forme héminique : plus
de 95 % du fer est intracellulaire et lié a des hémoprotéines. Le fer ou 'heme libre,
qui ne sont pas tolérés par I'organisme, sont pris en charge par diverses protéines
circulantes. Quel que soit leur environnement les bactéries pathogénes doivent faire
face a une faible accessibilité au fer. Cet élément étant indispensable a leur
développement, les bactéries se procurent le fer au détriment de leur héte. A pH 7,
en conditions aérobies, la concentration du fer ferrique libre est d’environ 10° M

(Ratledge & Dover, 2000). Chez I'héte que les bactéries colonisent, cette
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concentration est de I'ordre de 107'® M (Neilands, 1981) alors que la concentration
optimale pour la croissance bactérienne est de 10° M (Bullen, 1981 ; Ferguson &
Deisenhofer, 2004). Afin de pallier a la faible disponibilité du fer chez les hétes qu’ils
colonisent, les micro-organismes ont développés des stratégies pour I'acquisition du
fer. La méthode la plus développée chez les bactéries, correspond a la production et
a I'utilisation de chélateurs capables de capter et de solubiliser le Fe** (Guerinot,
1994 ; Guerinot & Yi, 1994b ; Neilands, 1995). Parmi ces chélateurs, on trouve les
sidérophores et les hémophores (Neilands, 1995 ; Cescau et al., 2007).
L’homéostasie du fer chez les bactéries est finement régulée car une
surcharge en fer est toxique (Storz & Imlay, 1999). La plupart des géenes impliqués
dans l'assimilation du fer sont exprimés en conditions de carence en fer (Hantke,
2001). Inversement, lorsque la concentration intracellulaire en fer augmente, ces
génes sont réprimés. Dans la cellule, il existe des protéines de stockage (ferritine,
bactérioferritine...) permettant de mettre le fer en réserve sous une forme facilement

disponible, mais non dommageable pour la cellule (Andrews, 1998).

2.3 Les sources de fer pour les micro-organismes durant

’infection

Chez I'h6te colonisé, la multiplication d’une bactérie pathogéne est un facteur
essentiel a I'infection et a son maintien. Quel que soit 'environnement dans lequel se
développent les bactéries, la concentration en fer est généralement faible et limitante.
Le niveau de fer est un facteur déterminant pour la synthese d’éléments de virulence.
Pour faire face a cette carence la plupart des bactéries ont développé des systémes
élaborés pour acquérir le fer a partir de différentes sources.

Lors de linfection d’'un héte mammifere, le fer est peu biodisponible. Chez
’homme notamment, 99,9% du fer est intracellulaire et non disponible pour le
pathogéne bactérien. Il est généralement complexé au sein de macromolécules
biologiques. Le fer extracellulaire présent dans le plasma ou la lymphe est lié a la
transferrine. Une faible quantité d’hémoglobine issue d’'une hémolyse spontanée est
retrouvée dans le plasma, cette hémoglobine plasmatique est liée a I'’haptoglobine.
L’albumine et 'hémopexine plasmatique lient 'héme pour le rediriger vers le foie. En
revanche, les muqueuses contiennent du fer en complexe avec la lactoferrine ainsi

que de I'heme libre.
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En résumé, les fluides de I'héte contiennent du fer ou de I'héme en quantités
suffisantes pour la croissance bactérienne et le processus infectieux. Les micro-
organismes ont donc développé différents systemes d’acquisition du fer permettant
d'extraire et de transporter le fer ou 'héme en complexe avec des protéines
synthétisées par I'héte (Wandersman & Stojilikovic, 2000). On distingue deux types
de mécanismes d’acquisition : (i) le premier implique un contact direct entre la
bactérie et les sources exogénes de fer ou d’héme (hémoglobine, transferrine...), (ii)
le second implique des molécules synthétisées et excrétées par la bactérie dans le
milieu extracellulaire (sidérophores, hémophores).

2.3.1 Les différentes sources de fer chez I'héte

2.3.1.1 Le ferlibre

En conditions aérobies et a pH neutre, la forme majeure du fer est le fer
ferrique Fe*" qui précipite et n’est donc pas directement assimilable. En revanche, en
conditions anaérobies le fer est sous sa forme réduite Fe?*, plus soluble, qui peut
diffuser directement dans les bactéries via des porines de la membrane externe. Le
fer ferreux peut alors étre transporté vers le cytoplasme par un transporteur FeoABC,
trés conservé chez certaines espéces (Kammler et al., 1993), comme Salmonella
enterica et Helicobacter pylori qui sont des pathogénes colonisant lintestin et
'estomac des mammiféres. Au sein de ces organes, les conditions permettent au fer
d’étre disponible sous forme ferreuse. L’acquistion du fer par le systéme feo est
essentielle pour le développement de ces bactéries pathogénes (Wandersman &
Delepelaire, 2004).

2.3.1.2 La lactoferrine et la transferrine

Ces deux glycoprotéines ont une trés haute affinité pour le Fe** (Ka=10%° M)
et beaucoup plus faible pour le Fe?* (Ka=10> M™). La transferrine (Tf) est présente
dans le sérum, tandis que la lactoferrine (Lf) est présente dans la lymphe et dans les
sécrétions des muqueuses (Aisen et al., 1978). La Tf et la Lf possede a la fois une
implication dans le transport du fer et une fonction protectrice contre sa toxicité, en
tant que chélateur du fer libre (Beddek & Schryvers, 2010 ; Baker & Baker, 2012).

Ces deux glycoprotéines d'environ 80 kDa possédent approximativement 60%
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d’homologie de séquence et présentent des structures tridimensionnelles
homologues.

La lactoferrine et la transferrine sont formées de deux lobes (N et C)
connectés par un court peptide de liaison. Chacun des lobes peut étre divisé en deux
sous-domaines (N1, N2 et C1, C2) qui forment une fente dans laquelle le fer vient se
lier (Figure 3) (Wally & Buchanan, 2007 ; Vogel, 2012). La Lf et la Tf peuvent agir
comme des protéines bactériostatiques en privant les bactéries du fer indispensable
a leur développement. La lactoferrine a la particularité de pouvoir retenir le fer a des
pH tres bas (Aisen & Leibman, 1972). De nombreuses espéces bactériennes,
comme Neisseriaceae, Pasteurellaceae et Moraxellaceae, possédent des systéemes
d’acquisition permettant d’extraire le fer de ces deux protéines. Ces systémes
impliquent les transporteurs TonB-dépendants des systémes tbp et Ibp, au niveau de
la membrane externe (Cornelissen, 2003 ; Faraldo-Gomez & Sansom, 2003 ; Noinaj
el al., 2012a ; Noinaj et al., 2012b). Ce mécanisme de transport est développé dans
le Chapitre 4.4.

Figure 3 : Représentation des structures de
la lactoferrine et de la transferrine liées au
fer

Structure de la lactoferrine humaine liées au
fer (A) (PDB 1LFG), et de la transferrine
humaine liées au fer (B) (PDB 3QYT). Le fer
est représenté en sphére de van der Waals
(bleu).

2.3.1.3 Les ferritines

Les ferritines sont des protéines de stockage du fer présentes chez 'ensemble
des organismes vivants (Laghaei et al., 2013). Les ferritines isolées a partir de
bactéries peuvent également contenir de ’'heme et sont nommées bactérioferritines.
Leur réle principal est de fournir la quantité de fer nécessaire a la cellule, c’est a dire
une concentration de I'ordre de 10 & 10° M. Lorsque la concentration en fer est trop
élevée, la ferritine a également un rdle protecteur antioxydant. Dans ce cas, elle
maintient le fer a lintérieur de sa cavité, a I'écart de I'oxygéne et du peroxyde

d’hydrogéne. Cette séquestration prévient alors la formation de radicaux hydroxyles.
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Les ferritines et les bactérioferritines possedent la méme architecture : il s'agit
d’'un assemblage sphérique de 24 sous-unités ayant un diamétre global d’environ
120 A (Banyard et al., 1978). La cavité de stockage du fer a un diamétre de 80 A et
peut séquestrer jusqu’a 4 500 atomes de fer (Laghaei et al., 2013 ; Carrondo, 2003)
(Figure 4). Chez les vertébrés, la ferritine est composée de deux types de chaines
appelées H (Heavy) et L (Light) alors que seule la chaine H est présente chez les
bactérioferritines (Laghaei et al., 2013). Chaque sous-unité d’environ 20 kDa est
composée de quatre hélices a et d’'une petite hélice en C-terminal, 'ensemble étant
associé sous forme de diméres. A I'heure actuelle, il est établit que 'incorporation du
fer par les (bactério)ferritines implique une étape d’oxydation du fer au niveau du
centre ferroxidase (Pereira et al., 1998). Ce mécanisme implique trois phases (i)
liaison du Fe®* au niveau du centre ferroxidase, (ii) oxydation du Fe** au niveau de

ce centre puis (iii) transfert du Fe** au centre de la ferritine.

A B

Figure 4 : Représentation de la structure de la bactérioferritine d’Escherichia coli
Représentation de la structure de la bactérioferritine d’E. coli (A) et d’une chaine H (B), les sphéres de
van der Waals en rouge représentent des ions Mn®* au niveau du centre ferroxidase (PDB 1BFR).

Il existe trés peu d’études montrant que la ferritine peut étre utilisée comme
source de fer par les bactéries, excepté chez Listeria monocytogenes qui posséde
une réductase spécifique (Deneer et al., 1995) et chez Pseudomonas aeruginosa
(Rui et al., 2012). Chez Pasteurella multocida la ferritine induit des changements au
niveau de I'expression génique (Paustian et al., 2002). Ces résultats suggérent que

la ferritine pourrait étre une source de fer pour ces micro-organismes.
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2.3.1.4 Le dicitrate ferrique.

Le citrate est produit par la citrate synthase au cours de la premiére étape du
cycle de Krebs. Sous forme de dimére, le citrate est un chélateur puissant
notamment pour l'ion ferrique. Ce citrate ferrique peut alors étre transporté par des
systémes spécifiques comme fecABCDE (Pramanik et al., 2011), identifiés chez
E. coli (Pressler et al., 1988), Cronobacter sakazakii ou Cronobacter malonaticus
(Grim et al., 2012).

2.3.2 Les différentes sources d’heme

L’heme est une molécule de 616 Da qui associe une protoporphyrine de type
IX et un atome de Fe* (Figure 5). L’héme constitue le groupement prosthétique
d’hémoprotéines impliquées dans différents processus métaboliques. La synthese de
'hnéme a partir de glycine et de succinyl-CoA s’effectue principalement dans les
tissus érythropoiétique et dans le foie. Elle implique huit enzymes au niveau du
cytoplasme et de la mitochondrie. Chez les mammiféres, 95% de I'hneme se trouve
dans I'hnémoglobine des érythrocytes. L’'heme au travers de I'hnémoglobine et de la
myoglobine est responsable du transport et du stockage de I'oxygéne. Comme le fer
lui-méme, 'héme est cytotoxique, c’est pourquoi il est rarement retrouvé a I'état libre
mais plutét stocké dans des hémoprotéines (Krewulak & Vogel, 2008 ; Anzaldi &
Skaar, 2010). La plupart des bactéries Gram-négatives et Gram-positives ont
développées des systemes pour acquérir 'héme des hoétes qu’elles colonisent.
Cependant, ces bactéries sont elles-mémes capables de le synthétiser (Anzaldi &
Skaar, 2010).

En condition de carence en fer, les micro-organismes doivent utiliser les
sources de fer de leur environnement. Ainsi lors de linfection d’'un héte, 'héme
constitue pour les bactéries une des principales sources de fer (Wandersman &
Stoljilkovic, 2000). L’héme est également une source de protoporphyrine pour des
souches comme Lactococcus lactis, Haemophilus influenzae et Enterococcus
faecalis, incapables de synthétiser des groupement tétrapyrrole (Wandersman &
Delepelaire, 2004). Ces meécanismes d’acquisition impliquent des transporteurs
d’héme ou d’hémophores. En parallele, des dispositifs de détoxification, via un
systéme d’export de 'héme et des protoporphyrines, mettent en jeu des pompes a
efflux (Perkins-Balding et al., 2004 ; Anzaldi & Skaar, 2010).
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Figure 5 : Représentation de I’héme et de la protoporphyrine

L’héme (A) correspond a I'association d’une protoporphyrine de type IX (B) et d’'un atome de fer (ll).
Cet atome de fer est lié par les 4 noyaux tétrapyrroles de la protoporphyrine.

2.3.2.1 L’hémopexine

L’hémopexine est une glycoprotéine plasmatique de 60 kDa composée de
deux domaines similaires organisés en feuillets p ou, a linterface, deux histidines
permettent la fixation d’'une molécule d’héme (Paoli et al., 1999) (Figure 6). Lorsque
I'héme est dissocié de 'hémoglobine lors de la lyse des érythrocytes, 'héme libre est
directement capté par 'hémopexine. Cette glycoprotéine a une affinité de 10" M
pour I'hneme. Elle est 'une des hémoprotéines majeures dans le plasma, qui permet
de prévenir le stress oxydatif issu du relargage d’héme libre. Le complexe héme-
hémopexine est ensuite redirigé vers le foie (Tong & Guo, 2009). Certaines bactéries
comme Haemophilus influenzae sont capables d'utiliser 'heme de ce complexe
grace a un hémophore spécifique du systéme hxu.

Figure 6 : Représentation du complexe héme-hémopexine

L’hémopexine est composée de deux domaines (rouge et magenta), organisés en feuillets B, et fixe
une molécule d’heme (gris) a linterface, grdce a deux histidines représentées sous forme de
batonnets (PDB 1QJS).
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2.3.2.2 L’hémoglobine

Au sein des globules rouges, 'hémoglobine a un réle essentiel dans le
transport de I'oxygéne des poumons vers les tissus et dans le retour du CO; des
tissus aux poumons. C’est un tétramére de 80 kDa composé de deux chaines a de
141 acides aminés et de deux chaines (3 de 146 acides aminés (Figure 7). Chaque
sous-unité est capable de lier une molécule d’heme. Le fer de 'héme est penta-
coordiné par les 4 azotes de I'anneau porphyrique et une histidine de la chaine o ou
B, formant un site liaison pour I'O2. Dans l'organisme, ’hémoglobine est présente
sous différentes formes: la methémoglobine (héme-Fe*), la déoxyhémoglobine
(héme-Fe?*) et I'oxyhémoglobine (héme-Fe?*-0,). L’affinité de I'hémoglobine pour
I'héme est de I'ordre de 10™"° M (Genco & Dixon, 2001).

al

B2
Figure 7 : Représentation de la
deoxyhémoglobine humaine

L’hémoglobine est composée de deux globines
a (1 et 2) et de deux globines 3 (1 et 2),
chacune liant une molécule d’heme (gris)
(PDB 4HHB).

B1 a2

2.3.2.3 L’haptoglobine

L’haptoglobine est une glycoprotéine de 86 kDa qui s’assemble sous forme de
dimeére et que I'on retrouve dans le sérum. Sa structure a été résolue trés récemment
(Andersen et al., 2012). Elle est composée de deux chaines a et de deux chaines 3
reliées entre elles par des ponts disulfures a l'interface de feuillets §. Lors de la lyse
des érythrocytes, 'haptoglobine lie ’lhémoglobine libérée avec une affinité de 1072 M.
Chacune des chaines de 'haptoglobine lie un dimeére af d’hémoglobine (Figure 8).

Toutes les bactéries pathogénes ne sont pas capables d’utiliser ce complexe.
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Cependant, elle est une source de fer pour des souches comme Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae ou Porphyromonas gingivalis qui possédent

des transporteurs spécifiques de ce complexe (Tong & Guo, 2009).

Figure 8 : Représentation de la structure du complexe haptoglobine-hémoglobine

Structure du complexe haptoglobine-hémoglobine. Les monomeéres de [I'haptoglobine sont
représentées en bleu foncé et bleu péle et sont reliées entre eux par deux ponts disulfures impliquant
des cystéines des feuillets 5. Les chaines « et 8 de 'hémoglobine sont respectivement représentées
en violet et rouge (PDB 4F40).

2.3.2.4 L’albumine

L’albumine est une protéine globulaire monomeérique de 68 kDa. Cette
protéine est la plus abondante du sérum (60 % des protéines) et posséde une affinité
de 10 M pour I'héme (Hrkal et al., 1974). L’albumine est composée de trois
domaines homologues, chacun capable de lier une molécule d’heme. Ces trois
domaines posseédent des affinités différentes, cependant, il a été montré que le
premier domaine a une affinité plus importante (Dockal et al., 1999 ; Zunszain et al.,
2003) (Figure 9).

L’albumine est une source importante d’héme. Excepté pour des souches
comme Streptococcus equisimilis et Streptococcus dysgalactiae (Wideback &
Kronvall, 1982) ou aucun récepteur spécifique de Il'albumine n’a été identifié.
Cependant comme [l'affinité de l'albumine pour 'hnéme est proche de celle des

récepteurs d’heme a la surface des bactéries, il est trés probable qu’'un échange par
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transfert passif s’effectue entre I'albumine et un récepteur de 'héme (Wandersman &
Delepelaire, 2004).

Figure 9 : Représentation schématique de
la structure de I'albumine humaine liant
’héme

Représentation de I'albumine sérique humaine,
lite a une molécule d’héeme (gris) sur le
domaine I, qui présente la plus forte affinité
(PDB 109X).

2.3.2.5 Les hémoprotéines

Chez les végétaux et chez les mammiféres, il existe beaucoup d’autres types
d’hémoprotéines comme la catalase, le cytochrome b, la myoglobine ou la
leghémoglobine. Cependant les bactéries n'‘ont pas développé de systéme
spécifique pour capter la molécule d’héme a partir de ces hémoprotéines. Comme
pour lI'albumine, il est probable que I'héme soit reconnu et qu’un transfert passif
s’effectue vers un récepteur spécifique. Chez Porphyromonas gingivalis des
protéases extracellulaires sont exprimées en conditions de carence en fer. Elles sont
capables de dégrader les hémoprotéines afin de libérer la molécule d’héme (O Brien-
Simpson et al., 2003).

3 Les transporteurs TonB-dépendants

Le transport actif de 'héme, des complexes hémophores-héme, des complexes
sidérophores-fer et de certains composés comme la vitamine-B1, est assuré par une
classe de protéines membranaires : les transporteurs TonB-dépendants (Ferguson &
Deisenhofer, 2002b). Ces transporteurs TonB-dépendants (TBDT) présentent des
caractéristiques fonctionnelles et structurales tres proches (Krewulak & Vogel, 2008 ;
Noinaj et al., 2010). De maniére générale, les TBDT sont spécifiques d'un ligand
pour lequel ils présentent une forte affinité, de 'ordre du nanomolaire (Clement et al.,
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2004 ; Schalk et al., 2001). A partir de I'analyse de 686 génomes bactériens, 4 600
TBDT ont été identifies dans 347 espéces (Mirus et al., 2009). Dans la littérature, on
retrouve 98 TBDT qui ont été caractérisés avec leur substrat respectif. Les TBDT ne
sont pas uniquement impliqués dans le transport du fer, ils sont également impliqués
dans le transport de différents composés (maltose, saccharose, vitamine-B4, etc...)
(Schauer et al., 2008) et d’'une grande diversité de métaux (Braud et al., 2009). Les
TBDT peuvent également transporter des antibiotiques ou des analogues
synthétiques (Noel et al., 2011 ; Ferguson & Deisenhofer, 2002b ; Ferguson et al.,
2001). La virulence des bactéries Gram-négatives est corrélée a I'expression de ces
TBDT. Ces transporteurs représentent des cibles de choix pour I'élaboration de
nouvelles générations d’antibiotiques. Les données structurales de ces transporteurs
représentent un apport précieux pour les chimistes organiciens. Afin d’élucider
'ensemble du mécanisme moléculaire du transport du fer, il est également

nécessaire de connaitre les partenaires d’interactions de ces TBDT.

3.1 Caractéristiques des transporteurs TonB-dépendants

Les premieres structures tridimensionnelles de TBDT ont été résolues en 1998-
1999 : deux structures du transporteur du ferrichrome FhuA et une structure du
transporteur de la ferri-entérobactine FepA, TBDT chez Escherichia coli. Aujourd’hui,
13 structures de TBDT provenant de différentes souches bactériennes ont été
résolues par cristallographie : vides, en complexe avec leurs ligands, ou avec des
molécules utilisées lors de la cristallisation (détergents, ions, atomes lourds etc...).
L’ensemble de ces données représente un total de prés de 50 structures que lI'on
peut comparer (Tableau 1). La derniére structure parue est celle de TbpA de
Neisseria meningitidis capable de lier la transferrine humaine (Noinaj et al., 2012).
Malgré une identitt de séquence relativement faible (11 a 32%,
Tableau 1) ainsi qu’une spécificité importante pour leurs ligands, ces structures
tridimensionnelles nous montrent que tous les TBDT sont formés des mémes
domaines. On trouve en premier lieu une séquence signal au niveau de I'extrémité
N-terminale, suivie dans certains cas d’un domaine de signalisation, puis un domaine
bouchon et un tonneau f dans la partie C-terminale (Figure 10C). La séquence
signal est une séquence d’approximativement 30 acides aminés qui permet un

adressage correct des protéines, c’est-a-dire au dela de la membrane interne. Le
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TBDT est ensuite inséré au niveau de la membrane externe aprés maturation de la
protéine et clivage de la séquence signal.

Parmi les TBDT identifiés, on distingue deux groupes majeurs. Les membres du
premier groupe sont composés uniquement de deux domaines : un tonneau 3 et un
domaine bouchon (Figure 10B). Le second groupe posséde une extension
N-terminale qui est un domaine périplasmique supplémentaire (Figure 10A). Ce
domaine joue un rdle important dans la cascade de signalisation qui permet la
régulation de I'expression des protéines de transport du fer et de la voie de
biosynthése de sidérophores (Braun & Braun, 2002). Chez des pathogénes végétaux
comme Myxococcus xanthus et Xanthomonas spp, un domaine additionnel Oar a été
décrit dont le réle n’est pas encore identifié (Koebnik, 2005).

C Sequence Extension
signal N-terminale

Bouchon ‘ Tonneau

Figure 10 : Représentation des structures primaire et tridimensionnelle des TBDT

Représentation de la structure tridimensionnelle des TBDT : FpvA (A) qui comporte un domaine de
signalisation en bleu (PDB 20P5) et FecA (B) qui ne possede pas d’extension N-terminale
(PDB 1KMOQ). Représentation schématique de la structure primaire des TBDT (C).
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Nom |Id séq Organisme Résolution Ligand Référence ID
(%) (A) PDB
BtuB 17 E. coli 2,00 - (Chimento et al., 2003) 1NQE
2,70 - (Chimento et al., 2003) 1NQF
1,95 - (Cherezov el al., 2006) 2GUF
3,31 Calcium (Chimento et al., 2003) 1INQG
3,10 Calcium/vit-B42 (Chimento et al., 2003) TNQH
2,10 TonB/vit-B12 (Shultis et al., 2006) 2GSK
2,75 Colicine E3 (Kurisu et al., 2003) 1UJW
3,50 Colicine E2 (Sharma et al., 2007) 2YSU
2,44 Calcium/vit-B12 (Freed et al., 2010) 3M8D
2,44 - (Freed et al., 2010) 3M8B
Cir 12 E. coli 2,65 - (Buchanan et al., 2007) 2HDF
2,50 Colicine | (Buchanan et al., 2007) 2HDI
FauA* 17 B. pertussis 2,33 - (Brillet et al., 2009a)* 3EFM
FecA 14 E. coli 2,00 - (Ferguson et al., 2002a) 1KMO
2,50 - (Yue et al., 2003) 1PNZ
2,50 Dicitrate-Fer (Ferguson et al., 2002a) 1KMP
2,15 Dicitrate (Yue et al., 2003) 1PO0
3,40 Dicitrate-Fer (Yue et al., 2003) 1PO3
FepA 11 E. coli 2,40 - (Buchanan et al., 1999) 1FEP
FetA* 32 P. fluorescens 3,26 Enantiopyochéline- (Brillet et al., 2011)* 3QLB
Fer
FhuA | 100 E. coli 2,74 - (Locher et al., 1998) 1BY3
2,60 Ferrichrome (Locher et al., 1998) 1BY5
2,70 Ferrichrome/LPS (Ferguson et al., 1998) 1FCP
2,50 LPS (Ferguson et al., 1998) 2FCP
2,90 CGP 4832/LPS (Ferguson et al., 2001) 1FI1
3,30 TonB/Ferricrocine (Pawelek et al., 2006) 2GRX
2,70 Ferrichrome (Ferguson et al., 2000a) 1QFF
2,50 LPS (Ferguson et al., 2000a) 1QFG
2,95 Phenylferricrocine (Ferguson et al., 2000b) 1QJQ
3,10 Albomycine (Ferguson et al., 2000b) 1QKC
FptA 17 P. aeruginosa 2,00 Pyochéline (Cobessi et al., 2005a) 1XKW
FpvA* 17 P. aeruginosa 2,77 - (Brillet et al., 2007)* 20P5
2,90 - (Greenwald et al., 2009) 2W75
2,71 Pyoverdinel (Greenwald et al., 2009) 2W16
2,90 Pyoverdinepsmso1os (Greenwald et al., 2009) 2We6T
3,00 Pyoverdineg173 (Greenwald et al., 2009) | 2W6U
2,73 Pyoverdine-Fer (Wirth et al., 2007) 2|1AH
2,80 Pyoverdinepas (Greenwald et al., 2009) 2W76
2,90 Pyoverdinepii1s.1 (Greenwald et al., 2009) 2W77
3,00 Pyoverdineatcc13sas (Greenwald et al., 2009) 2W78
3,60 Pyoverdine (Cobessi et al., 2005b) 1XKH
FrpB 12 N. meningitidis 2,40 - (Saleem et al., 2012) -
FyuA 14 Y. pestis 3,20 Yersiniabactine-Fer (Lukacik et al., 2012a) 4EPA
HasR 14 S. marescens 2,70 HasA-héme (Krieg et al., 2009) 3CSL
3,00 HasA (Krieg et al., 2009) 3CSN
2,80 HasA-Heme (Krieg et al., 2009) 3DDR
ShuA* 16 S. dysenteriae 2,60 - (Cobessi et al., 2010)* 3FHH
TbhpA 12 N. meningitidis 2,60 Transferrine humaine (Noinaj et al., 2012a) 3Vv8X
YiuR 15 Y. pestis 2,65 - (Noinaj et al., 2010) -

Tableau 1 : Structures connues de transporteurs TonB-dépendants

Tableau résumant les différentes structures de TBDT, connues a ce jour. Les identités de séquences
(Id séq) ont été déterminées par rapport a la séquence du transporteur FhuA (PDB 1BY3) en utilisant
CLUSTALW (Higgins et al., 1996). Les structures des TBDT annotées avec une * ont été résolues
pendant ce projet et seront présentées dans la Partie Il « Résultats scientifiques». Abréviations :
LPS (lipopolysaccharide), CGP 4832 (dérivé synthétique de la rifamycine), E. coli (Escherichia coli),
B. pertussis (Bordetella pertussis), P. aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa), P. fluorescens
(Pseudomonas fluorescens), N. meningitidis (Neisseria meningitidis), Y. pestis (Yersinia pestis),
S. marescens (Serratia marescens), S. dysenteriae (Shigella dysenteriae).
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3.1.1 Le domaine tonneau

En C-terminal, les TBDT sont composé d'un tonneau 3 (Figure 10) ancré
dans la membrane externe qu'il traverse de part en part. Le tonneau est en contact
direct avec les lipides de la membrane. Ce domaine se termine par un résidu
aromatique de type Trp ou Phe, caractéristique des protéines de la membrane
externe et nécessaire a leur bonne localisation (Struyve et al., 1991). La hauteur du
tonneau peut atteindre 70 A (FepA) et le diameétre du pore varie de 30 a 40 A
(Chimento et al., 2005). Ce domaine est constitué de 22 brins  antiparalléles qui
sont orientés a 45° par rapport a I'axe du pore. Ces brins sont reliés entre eux par 11
longues boucles extracellulaires et 10 coudes courts périplasmiques (Ferguson &
Deisenhofer, 2002b). La nature des acides aminés des coudes périplasmiques est
relativement conservée et leur nombre limité (3 a 10 résidus). A l'inverse la taille des
boucles extracellulaires varie de 3 a 37 résidus et leur composition en acides aminés
est trés variée. Ainsi ces grandes boucles, qui peuvent dépasser la membrane sur
une hauteur allant jusqu’a 30 A, ont un réle clé dans la reconnaissance et la liaison
du ligand (Krewulak & Vogel, 2008 ; Schalk et al., 2009). Les alignements de
séquence de 12 transporteurs montrent une conservation importante de certains
résidus dans les brins p. Plusieurs brins possédent un ou plusieurs résidus
conservés notamment deux résidus Glu des brins 14 et 16 impliqués dans les
ponts salins avec le bouchon (Chakraborty et al., 2007), les résidus Gly sur les brins
14 et $16, une Val, une Asn et un Asp sur le brin 21, une Arg sur le brin $22, et un
acide aromatique en C-terminale. Ces séquences conservées pourraient permettre
de prédire la structure d'autres TBDT et éventuellement d’autres familles de
protéines en tonneau f (Yue et al, 2003 ; Noinaj et al., 2010). Les liaisons
hydrogéne et les ponts salins entre le tonneau et le bouchon viennent stabiliser
I'ensemble de la structure du transporteur.

3.1.2 Le domaine bouchon

Ce domaine bouchon, composé d’environ 130 résidus, est situé en position
N-terminale du TBDT (Figure 10). C’est un domaine globulaire qui vient se loger a
l'intérieur du tonneau p. |l est en contact a la fois avec le milieu extracellulaire et le

périplasme, délimitant ainsi les deux espaces et empéchant la diffusion passive de
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nutriments. La partie du bouchon exposé vers le milieu extracellulaire entre dans la

composition du site de liaison.

A B

Figure 11 : Représentation du bouchon des transporteurs TonB-dépendants

Représentation de la structure du domaine bouchon des TBDT (A). Les structures secondaires en
hélice a sont représentées par des cylindres noirs (ha) et les brins  par des fleches mauves (hf). Les
motifs conservés sont représentés en bleu, les boucles apicales formant le site de liaison en rouge et
la « switch helix » présente chez FhuA et FecA en jaune (Chimento et al., 2005). Représentation de la
structure tridimensionnelle du domaine bouchon du transporteur FptA (B) de P. aeruginosa
(PDB 1XKW).

Le bouchon est composé de quatre brins 3, d’'un nombre variable d’hélices o et
de trois boucles apicales (Figure 11) impliquées dans la fixation du ligand (Wiener,
2005 ; Chimento et al., 2005). Le domaine bouchon est maintenu en place dans le
tonneau par 40 a 70 liaisons hydrogéne et deux ponts salins impliquant quatre
résidus tres conservés du TBDT : deux résidus Arg du bouchon et deux résidus Glu
du tonneau (Chimento et al., 2005 ; Wiener, 2005). Ces deux ponts salins sont la
base d’une région appelé « lock region » (Chakraborty et al., 2007). Des études de
mutagenese sur cette région montre qu’elle est impliquée dans la translocation du fer
au travers du TBDT en permettant la formation d’'un canal (Chakraborty et al., 2007).
Les alignements de séquences montrent que plusieurs résidus sont hautement
conservés a la fois dans le tonneau et dans le bouchon. Les résidus conservés du
bouchon forment neuf motifs de séquence. Les motifs IRG et PGV seraient
nécessaires au repliement correct du bouchon a l'intérieur du pore du tonneau et a la
structuration du site de liaison du ligand. On retrouve également d’autres motifs
conservés qui sont : TEE, boite RP, les feuillets hf3 hp4 et la boite TonB (Chimento
et al, 2005; Noinaj et al, 2010). L'analyse des structures a [linterface

tonneau/bouchon, montre que de trés nombreuses molécules d’eau sont présentes
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au niveau du bouchon. Ces données suggérent des changements de conformations

ou des mouvements du bouchon au sein du tonneau lors du transport.

3.1.3 La boite TonB

Au niveau de la partie N-terminale du bouchon, on trouve une séquence
consensus qui forme la signature de la famille des transporteurs TonB-dépendants,
nommée boite TonB. Cette boite est principalement composée de résidus
hydrophobes (Tableau 2). Le transport du ligand spécifique requiert I'énergie de la
membrane interne : il s’agit de la force proton motrice, transmise par un complexe
multiprotéique de la membrane interne appelé : machinerie TonB. La boite TonB
vient interagir avec la protéine TonB, ce qui permet le transfert d’énergie puis le
transport. Cette interaction est indispensable pour I'énergisation du TBDT et la
translocation du ligand vers le périplasme (Krewulak & Vogel, 2008 ; Faraldo-Gomez
& Sansom, 2003 ; Gudmundsdottir et al., 1989).

Nom du TBDT Boite TonB
FepA DTIVVTA
FpvA DLGATMIT
FecA ALTVVGD
BtuB DTLVVTA

Cir ETMVVTA
ShuA MTVTAG
FhuA TIVVTA
FptA DGETELPDMV
Fyu1 STLVVTA
HasR DSLTVLGA

Tableau 2 : Quelques exemples de séquences des boites TonB

3.1.4 Le domaine de signalisation du transporteur

Certains TBDT présentent un domaine globulaire additionnel d’environ 80
acides aminés, situé dans la partie N-terminale et avant le domaine bouchon. Il est
communément nommeé : extension N-terminale ou domaine de signalisation (Schalk
et al., 2012a ; Koebnik, 2005 ; Schalk et al., 2004 ).
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Ce domaine de signalisation interagit avec un facteur anti-sigma de la
membrane interne. Cette interaction permet alors a un facteur sigma cytoplasmique
de moduler I'expression des génes impliqués dans la voie d’acquisition du fer (Visca
et al., 2002). Ce domaine de signalisation a été observé in-situ uniquement dans la
structure du transporteur FpvA (TBDT de P. aeruginosa) sous sa forme libre ou lié a
la pyoverdine ferrique (Brillet et al., 2007*). Pour FecA et PupA, TBDT du citrate-fer
et de la pseudobactine-fer chez E. coli et P. aeruginosa respectivement, ces
domaines ont été clonés seuls et les structures ont été résolues par RMN (Ferguson
et al., 2007). Dans chacun des cas, le domaine de signalisation est composé de

deux hélices a prises entre deux feuillets de brins 3 (Figure 12).

Figure 12 : Représentation de la structure
du domaine de signalisation d’'un TBDT

Représentation de la structure du domaine de
signalisation de FpvA chez P. aeruginosa
(PDB 20P5), composé de deux hélices o en
bleu prises entre deux feuillets de brins  en
rouge.

3.2 Energisation des TBDT par le systéme TonB

3.2.1 Le réle du systeme TonB

Le systeme TonB ou machinerie TonB est I'élément moteur du systeme de
transport actif des nutriments chez les bactéries Gram-négatives. Au niveau de la
membrane externe, il n’existe aucune source d’énergie, pas de gradient
électrochimique et aucun nucléoside triphosphate n’est présent dans le périplasme.
L’énergie nécessaire au transport actif au travers de la membrane externe est
transmise par la force proton motrice de la membrane interne. La séparation des
deux membranes par le périplasme nécessite un mécanisme qui permet d’apporter
cette énergie au TBDT localisé dans la membrane externe. Ce lien est réalisé gréace
aux protéines TonB, ExbB et ExbD qui forment un complexe au niveau de la
membrane interne (Figure 13) (Bradbeer, 1993 ; Krewulak & Vogel, 2011).
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Figure 13 : Représentation schématique du complexe TonB-ExbB-ExbD
Représentation schématique du systeme TonB de la membrane interne, impliquant les protéines

TonB (rouge), ExbB (bleu) et ExbD (vert) (PDB 2PFU), et de son interaction avec un TBDT de la
membrane externe, représenté ici par BtuB (PDB 2GSK). Adaptée de (Krewulak & Vogel, 2011).

3.2.2 La protéine TonB

La protéine TonB, identifiée chez les bactéries Gram-négatives, est impliquée
dans le transport de différentes sources de fer, de vitamine-B1,, de nickel ou de
sucres (Blanvillain et al., 2007 ; Schauer et al., 2007). TonB est une protéine de la
membrane interne de 26 kDa, composée de trois domaines (Chakraborty et al.,
2007 ; Wiener, 2005). Le domaine N-terminal transmembranaire (résidus 1 a 32),
prédit en hélice a, contient une séquence hydrophobe qui permet la translocation de
TonB et son insertion au niveau de la membrane interne (Jaskula et al., 1994).
L’histidine-20 est essentielle pour I'énergisation de la protéine TonB par la force
proton motrice (Ollis & Postle, 2012a). Le second domaine est composé d’un bras
espaceur rigide poly-proline, constitué d’'une série de résidus proline (40%) et
glutamate suivie par plusieurs motifs Pro-Lys. Aprés ce bras poly-Pro se trouve une
région (résidus 103-149) qui conféere la flexibilité nécessaire a la protéine TonB. Des

résultats récents montrent que ce domaine riche en proline permet a TonB de
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traverser I'espace périplasmique pour atteindre les TBDT de la membrane externe
(Kohler et al., 2010) (Figure 13). Le troisitme domaine (résidus 150-239) est
essentiel pour l'interaction avec les transporteurs de la membrane externe (Kohler et
al., 2010). A ce jour, la structure compléte de TonB n’a pas été résolue mais les
structures de plusieurs domaines C-terminaux ont été déterminées par
cristallographie ou RMN. Celles-ci montrent deux hélices a positionnées en face d’'un
feuillet de trois a quatre brins § (Figure 14) (Kodding et al., 2005 ; Peacock et al.,
2005). La structure de TonB2 de Vibrio anguillarum (Lopez et al., 2009) montre une
similarité avec la protéine TonB de E. coli. Ces différents éléments et une analyse
bioinformatique des génomes bactériens suggérent que le 4°™ brin B est absent

dans la plupart des protéines TonB (Chu et al., 2007).

C ter Figure 14 : Représentation de la structure
du domaine C-terminal de TonB

Représentation de la structure du domaine
C-terminal de TonB d’E. coli (PDB 1U07),
représentant les résidus 150 a 239. La
structure met en évidence deux hélices a en
face d’un feuillet de brins .

N ter

3.2.3 La protéine ExbB

ExbB est une protéine de 26 kDa de la membrane interne composée de 244
acides aminés. Cette protéine comporte trois segments transmembranaires, une
longue boucle cytoplasmique (40-127) et une longue boucle périplasmique (195-244).
La partie N-terminale de la protéine est localisée dans le périplasme (Kampfenkel &
Braun, 1992 ; Karlsson et al., 1993) (Figure 13). La structure de cette protéine reste
encore inconnue. Une analyse par spectrométrie de masse (LILBID-MS) montre que
ExbB forme préférentiellement un hexamére qui s’associe avec ExbD, in vitro. Ce
complexe multimérique s’associe alors avec la protéine TonB. In vivo, la
stoechiometrie du complexe final au niveau de la membrane interne serait ExbB2-
ExbD,-TonB; (Pramanik et al., 2011) soit ExbB14-ExbD2-TonB; (Higgs et al., 2002).
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3.2.4 La protéine ExbD

ExbD est une protéine de la membrane interne de 17 kDa (141 résidus). Elle
posséde un domaine transmembranaire en position N-terminale et une extension
C-terminale périplasmique (résidus 44-141) (Kampfenkel & Braun, 1992 ; Krewulak &
Vogel, 2011). Deux résidus ont un réle clé au niveau de la formation et de I'activité
de la machinerie TonB : (i) la mutation L132Q abolit complétement l'interaction de
cette protéine avec TonB ; (ii) la mutation D25N inhibe I'énergisation de TonB (Ollis &
Postle, 2012a). L’effet de ces mutations confirme que la protéine ExbD est
essentielle pour exploiter la force proton motrice (Ollis & Postle, 2012a). ExbD
permettrait également le positionnement correct de TonB pour l'interaction avec la
boite TonB des TBDT (Ollis & Postle, 2012b). Les résidus 92 a 121 sont également
impliqués dans l'interaction avec ExbB (Ollis et al., 2012c). La structure du domaine
périplasmique de la protéine ExbD a été résolue par RMN. Elle est composée d’un
long bras N-terminal terminé par un domaine comportant un feuillet a cinqg brins et

deux hélices a (Figure 15).

Figure 15 : Représentation de la structure
du domaine périplasmique de la protéine
ExbD.

Structure du domaine périplasmique de la
protéine ExbD (PDB 2PFU), résolue par RMN,
ce domaine contient un long bras N-terminal et
un domaine composé de 2 hélices o et d’un
feuillet & 5 brins f.
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3.2.5 Interactions entre la protéine TonB et les transporteurs TonB-
dépendants

Des études RMN ont montré que des peptides, dont la séquence est dérivée
des boites TonB de FepA, FhuA et BtuB, interagissent avec la protéine TonB
d’E. coli (Sean Peacock et al., 2005). Un regard direct sur I'interaction entre la boite
TonB et la protéine TonB est désormais possible grace aux structures de TBDT
(FhuA ou BtuB) résolues en complexe avec la partie C-terminale de TonB (Pawelek
et al., 2006 ; Shultis et al., 2006) (Figure 16A). Au moment de la fixation du ligand, la
flexibilité de la boite TonB lui permet d’entrer en interaction avec la protéine TonB, ce

qui vient stabiliser la structure (Figure 16B).

Figure 16 : Représentation de la structure du transporteur FhuA en complexe avec la partie
périplasmique de TonB

Représentation de la structure du complexe TonB-FhuA-ferrichrome (A). Le tonneau (3, le bouchon et
la boite TonB de FhuA sont représentés respectivement en bleu, jaune et violet. TonB est représenté
en gris. Le ferrichrome est représenté en sphéres de van der Waals. Zoom sur l'interaction entre la
boite TonB de FhuA (violet) et la protéine TonB (gris) (B) formant un feuillet interprotéique
(PDB 2GRX).

Lors de cette interaction un feuillet inter-protéique mixte se forme entre les
trois brins  de la protéine TonB et le brin § de la boite TonB du transporteur.
Plusieurs résidus de la protéine TonB impliqués dans l'interaction avec le TBDT ont
été identifiés : GIn160, Ala167, Gly174, lle232 et Asn233. Au niveau de la structure
du complexe TBDT-TonB, des liaisons hydrogéne sont formées entre les résidus 6 a
12 de BtuB et les résidus 226 a 232 de TonB. Des études de pontages chimiques,
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grace a des mutants cystéines, ont permis d’identifier plusieurs interactions : entre
GIn160 (TonB) et Leu8/Val10 (BtuB), entre GIn162 (TonB) et Leu8/Ala12 (BtuB) et
entre Tyr163 (TonB) et Ala 12 (BtuB). Les mutations de ces différents résidus
engendrent une perte totale de la fonction de TonB (Cadieux et al., 2000 ; Krewulak
& Vogel, 2011). De plus, la mutation de résidus de la boite TonB par une proline
inhibe l'interaction spécifique entre TonB et la boite TonB de BtuB (Cadieux &
Kadner, 1999 ; Cadieux et al., 2000).

3.2.6 Transduction énergétique par le systeme TonB

Le pore qui traverse le tonneau  des TBDT est totalement obstrué et ne
permet pas la diffusion de molécules sans apport d’énergie. La fixation du ligand
spécifique au niveau de son site de liaison, a la surface du TBDT, engendre des
changements conformationnels au niveau des boucles, qui se répercutent jusqu’a la
boite TonB. Ces mouvements favorisent alors I'interaction de la boite TonB avec la
machinerie TonB. Le systeme TonB-ExbB-ExbD exploite alors la force
proton-motrice de la membrane interne pour énergiser le TBDT. Le processus qui
permet I'activation du TBDT et le role des protéines ExbB et ExbD dans le transfert
d’énergie sont encore méconnus et sujets a controverse. Plusieurs modeéles sont
proposés : un modeéle hélice faisant appel a une rotation, un modéle navette, un
modeéle de traction et un modéle assisté par une protéine périplasmique (Krewulak &
Vogel, 2011). Ces mécanismes permettraient alors I'ouverture d’un canal nécessaire

a la translocation des ligands.

3.2.6.1 Le modele hélice

Ce premier modéle est basé sur 'homologie de séquence des protéines ExbB
et ExbD avec les protéines MotA et MotB, impliquées dans le mouvement du flagelle
bactérien (Cascales et al., 2001). Les études cristallographiques du domaine
C-terminal de la protéine TonB montrent un assemblage sous forme de dimére qui
pourrait agir comme une hélice (Chang et al., 2001). Dans ce modele (Figure 17),
TonB s’associe avec la boite TonB du transporteur de la membrane externe. Le
complexe ExbB-ExbD utilise alors le gradient de proton de la membrane interne pour
générer un mouvement de rotation de la protéine TonB. La rotation peut engendrer
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soit un changement de conformation, soit I'expulsion du domaine bouchon,
permettant ainsi le passage du substrat dans le périplasme. Pour que ce modele
puisse fonctionner TonB doit exister sous forme de dimeére in vivo, ce qui semble étre
le cas (Pramanik et al., 2011). D’aprés la structure du complexe TonB-BtuB, il est
possible que deux molécules de TonB se lient simultanément au TBDT. Ces deux
molécules de la protéine TonB intervenant dans le processus de transduction
d’énergie peuvent provenir d'un méme complexe TonB-ExbB-ExbD (Figure 17a) ou
de deux complexes différents (Figure 17b).

Dans ce modéle, un point reste a élucider. ExbB et ExbD ne possédent pas le
motif de liaison aux peptidoglycanes, séquence identique a celle présente chez MotB,
capable d'immobiliser le complexe dans la membrane pouvant ainsi empécher sa
propre rotation autour de TonB (Krewulak & Vogel, 2011). Un autre mécanisme doit
exister pour empécher la rotation du complexe ExbB-ExbD qui n’a pas encore été

élucide.

Figure 17: Schéma de la transduction
d’énergie via le modéle hélice

La transduction d’énergie peut mobiliser deux
molécules de TonB provenant du méme
complexe TonB-ExbB-ExbD (a) ou de deux
complexes différents (b). La partie C-terminale
de TonB entre en rotation grdce au complexe
ExbB-ExbD, qui récupére l'énergie issue du
gradient de proton au travers de la membrane
interne (Chang et al., 2001).
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3.2.6.2 Le modele navette

Sur la base d’études biochimiques un modeéle navette avait été proposé
(Postle & Kadner, 2003), avec un passage de la protéine TonB de la membrane
interne vers la membrane externe. Des études de mutagenese, effectuées par la
méme équipe, viennent de remettre en cause ce modéle. Cette hypothése de
mécanisme a trés récemment été abandonnée (Gresock et al., 2011).

3.2.6.3 Le modeéle traction

Le modele traction suggére que la protéine TonB puisse exercer une force sur
le transporteur. Des expériences de dynamique moléculaire réalisées in silico
montrent comment TonB peut exercer une traction sur le transporteur BtuB (Gumbart
et al., 2007). Dans un premier temps, TonB traverse le périplasme et se lie a la boite
TonB du TBDT. Ensuite, le systtme TonB génére une force sur le feuillet
interprotéique [boite TonB/TonB] et sur le domaine bouchon, ce qui engendre un
déroulement des feuillets  du bouchon (Figure 18). La force nécessaire pour
exercer cette traction dépend de l'orientation de la protéine TonB par rapport au
domaine bouchon. Ce mouvement permet alors la translocation du ligand au travers
du transporteur. A ce jour, aucune expérience in vivo ne vient étayer cette hypothése
(Krewulak & Vogel, 2011). Cependant, des expériences récentes réalisées sur le
récepteur FhuA confirment que le domaine bouchon peut se dérouler hors du
tonneau B, in vitro (Udho et al., 2012).

-

Figure 18 : Représentation de la transduction d’énergie selon le modéle traction

La transduction d’énergie selon le modele traction a été déterminée in silico. La protéine TonB est
représentée en rouge avec son résidu N-terminal en jaune. Le transporteur est représenté en bleu
avec le feuillet du domaine bouchon qui se déplie en vert. Les différentes étapes de traction
représentent des déplacements de 0 A (A), 55 A (B), 70 A (C) et 90 A (D) (Gumbart et al., 2007).
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3.2.6.4 Le modele assisté par une protéine périplasmique

Ce modéle, proposé récemment, émane de différentes expériences montrant
une interaction entre TonB et une protéine périplasmique liant le ferrichrome avec
une stoechiometrie 1:1 (Figure 19) (Carter et al., 2006). TonB peut exposer la
protéine FhuD, a son TBDT spécifiqgue FhuA, afin de faciliter le transfert du
ferrichrome du transporteur vers la protéine périplasmique. Dans un méme temps,
TonB interagit avec la boite TonB du TBDT entrainant un changement de
conformation du domaine bouchon et la translocation du ligand. Ensuite, TonB
présente FhuD au transporteur ABC de la membrane interne FhuBC, permettant le
transport du sidérophore vers le cytoplasme. Les mémes observations ont été
réalisées pour la protéine périplasmique BtuF (associée au transporteur BtuB) et
TonB (James et al., 2009 ; Krewulak & Vogel, 2011).

A B

Figure 19 : Représentation des structures de TonB et FhuD impliquées dans le modéle de
transduction d’énergie assistée par une protéine périplasmique

La transduction d’énergie assistée par une protéine périplasmique suppose une interaction entre la
protéine TonB et la protéine périplasmique ici représentée par FhuD. La région d’interaction identifiée
au niveau de TonB est représentée en jaune (A). Pour FhuD, cette région représentée en jaune (B)
implique la participation de la boucle 2 (l), de I'hélice 2 (ll) et des boucles 8 (Ill) et 23 (1V) (adaptée de
(Carter et al., 2006 ; James et al., 2009).
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4 Les mécanismes de transport du fer chez les

bactéries Gram-négatives

4.1 Acquisition du fer ferreux

En conditions anaérobies ou & pH acide, le Fe** est la forme majoritaire du fer.
Cet ion trés soluble est capable de diffuser librement au travers de la membrane
externe via des porines. Les génes feoABC (Kammler et al., 1993 ; Grass, 2006),
identifiés chez E. coli codent pour les protéines FeoABC (Figure 20). FeoB est un
transporteur du fer de la membrane interne, composé de 773 acides amines, il
contient un domaine globulaire dans la partie N-terminale responsable de I'hydrolyse
du GTP (Ash et al.,, 2011). Le réle de FeoA a trés réecemment été identifie, son
interaction avec FeoB est nécessaire pour le transport du fer. FeoA pourrait avoir un
réle régulateur sur I'activité de FeoB (Kim et al., 2012 ; Su et al., 2010). FeoC est une
protéine régulatrice de la transcription de l'opéron feo (Hung et al., 2012). Le
systéme FeoABC est important dans des environnements acides ou anaérobies
notamment chez des bactéries qui colonisent I'estomac ou l'intestin (Boyer et al.,
2002 ; Velayudhan et al., 2000).
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Figure 20 : Représentation schématique du transport du fer ferreux chez E. coli

Cytoplasmic membrane

En conditions anaérobies le Fe®* diffuse au travers de la membrane gréce a une porine de la
membrane externe. Il est ensuite transporté de fagon active par le systeme FeoABC, I'énergie
nécessaire est fournie par I'hydrolyse du GTP au niveau du domaine globulaire de la protéine FeoB
(représentée en bleu et vert). L’activité de FeoB est régulée par FeoA (représentée en noir) (Cartron
et al., 2006).
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4.2 Transport du fer via les sidérophores

4.2.1 Les complexes sidérophore-fer

Les sidérophores sont des chélateurs spécifiques du fer synthétisés et
excrétés dans le milieu extracellulaire par les bactéries, les champignons ou les
plantes (Chu et al., 2010 ; Hider & Kong, 2010 ; Raymond-Bouchard et al., 2012) en
milieu aérobie et en conditions de carence en fer. Le premier sidérophore a été
caractérisé en 1956, il s’agissait du ferrichrome (Neilands, 1957). Ces molécules ont
un poids moléculaire compris entre 200 et 2 000 Da et sont caractérisés par leur
forte affinité pour le fer ferrique (en moyenne 10 M7 jusqu'a 10*® M™ pour
I'entérobactine) (Hider & Kong, 2010). Les bactéries peuvent utiliser leurs propres
sidérophores (endogénes) mais également des sidérophores exogénes produit par
d’autres organismes. E. coli peut utiliser I'entérobactine (sidérophore endogéne)
mais également le ferrichrome produit par un champignon Ustilago sphaerogena. De
méme, P. aeruginosa est capable d’utiliser des sidérophores exogénes comme le
ferrichrome, I'entérobactine ou la cépabactine (Poole & McKay, 2003).

Les sidérophores sont des composés trés électronégatifs qui lient le Fe* en
formant préférentiellement un complexe hexacoordiné. Actuellement, 500
sidérophores sont caractérisés chimiquement (Boukhalfa & Crumbliss, 2002 ; Saha
et al., 2012). lls sont classés en trois grandes familles selon les groupements
fonctionnels de  chélation : hydroxamates, = a-hydroxycarboxyliques et
phénols/catéchols (Figure 21). Ces sidérophores varient par le nombre de
groupements chélateurs et par leur structure tridimensionnelle. A titre d’exemple,
I'entérobactine posséde trois groupes catéchols, le ferrichrome posséde trois
hydroxamates alors que la pyoverdine contient un motif catéchol et deux
hydroxamates (Figure 21). La diversité de ces structures engendre différentes
stoechiométries (1:1, 2:1, 3:1) pour la formation du complexe sidérophore/Fe**
(Winkelmann, 2002).

Les sidérophores peuvent extraire le fer a partir des différents composés
ferriques solubles chez I'néte (transferrine-fer, ferritine-fer...) (Beasley et al., 2011).
Ces molécules chélatrices permettent d’extraire le fer extracellulaire et de le
transporter via des récepteurs spécifiques de la membrane externe des bactéries :
les transporteurs TonB-dépendants (TBDT).
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La biosynthése des sidérophores est induite par la carence en fer. Ces petites
molécules sont sécrétées dans le milieu extracellulaire afin de récupérer le fer. Dans
la majorité des cas ces composeés sont synthétisés par des peptides synthétases non
ribosomiques (NRPS) (Saha et al., 2012). Ces NRPS permettent d’incorporer des
acides aminés particuliers ne pouvant pas étre insérés via une syntheése ribosomale
classique, c’est le cas de la D-serine et de la N°-formyl-N°-hydroxyornithine dans la
synthése de la pyoverdine chez P. aeruginosa (Visca et al., 2007 ; Schalk & Guillon,
2012b). Une fois le sidérophore synthétisé, celui-ci est sécrété ou exporté par des
protéines de transport ou des pompes a efflux (Furrer et al., 2002 ; Visca et al.,
2007 ; Hannauer et al., 2010). Les voies de biosynthese de deux sidéophores de P.

aeruginosa sont présentées dans les Chapitre 5.1.2 et 5.2.2.
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Figure 21 : Groupes fonctionnels capables de chélater le fer. Structures de sidérophores

OH

Représentation des groupements chélateurs: hydroxamate (A), a-hydroxycarboxylique (B),
phénol/catéchol (C). Les hétéroatomes impliqués dans la compléxation de l'ion ferrique sont colorés
en rouge. Structure de quelques sidérophores : I'entérobactine (D), le ferrichrome (E) et la pyoverdine
(F) ou R une chaine latérale variable (acide succinique, succinamide ou a-cétoglutarique).
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Pour de nombreux sidérophores, une large gamme de structures homologues
a eteé identifiée. Par exemple, 60 analogues de la pyoverdine ont été décrits (Fuchs
et al., 2001), 21 analogues pour le desferrichrome, 21 pour I'entérobactine et 20 pour
la ferrioxamine (Hider & Kong, 2010).

4.2.2 Acquisition du fer complexé par les sidérophores

Ce type de transport est essentiel chez les bactéries Gram-négatives pour le
transport de composés de plus de 600 Da présents a faible concentration dans
'environnement de la bactérie. Ce transport nécessite un apport d’énergie, fournie
par la force proton motrice de la membrane interne. Ainsi, la machinerie TonB
permet I'activation des TBDT (Postle, 2007). Une fois dans le périplasme, le devenir
du ferri-siderophore dépend de la bactérie. La dissociation du fer dans le périplasme
ou dans le cytoplasme nécessite une réduction du fer’* en fer”* et/ou une
modification du sidérophore, voire sa dégradation (Matzanke et al., 2004 ; Brickman
& Mclintosh, 1992). Ce transport doit étre finement régulé car un excés de fer libre
peut générer [apparition d'especes réactives pouvant endommager les
macromolécules biologiques. Ainsi, 'expression des protéines impliquées dans la
biosynthése et le transport des sidérophores sont finement régulés par la
concentration intracellulaire en fer (Braun & Braun, 2002 ; Fleischhacker & Kiley,
2011).

4.2.2.1 Liaison du ferri-sidérophore au niveau du site de liaison du
TBDT

Au niveau du transporteur, le site de liaison du ferri-sidérophore est toujours
situé sur la face extracellulaire et le substrat interagit avec le bouchon et les résidus
des boucles extracellulaires du tonneau (Wandersman & Delepelaire, 2004). Les
TBDT reconnaissent et transportent des sidérophores spécifiques et dans certains
cas quelques analogues (Greenwald et al., 2009). lls reconnaissent trés rarement
des sidérophores ayant une structure chimique différente. Le site de liaison est
composé a la fois de résidus du tonneau [ et du bouchon, et laffinité est
généralement comprise entre 0,1 et 5 nM (Clement et al., 2004 ; Hoegy et al., 2005 ;
Payne et al., 1997). La nature des acides aminés impliqués dans le site de liaison
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différe selon les TBDT. Par exemple le site de liaison du citrate ferrique de FecA est
compose de résidus chargeés positivement (Ferguson et al., 2002a ; Yue et al., 2003 ;
Chakraborty et al., 2007), tandis que dans le cas de FhuA, FptA ou FetA les sites de
liaison sont constitués de résidus aromatiques (Brillet et al., 2011 ; Cobessi et al.,
2005a ; Ferguson et al., 1998 ; Locher et al., 1998).

Les différentes structures résolues de FecA-citrate (Yue et al., 2003) et de
FpvA-pyoverdine (Cobessi et al., 2005b) montrent une conformation ou les boucles
sont plutét en position ouverte et potentiellement capable d’accueillir le ligand
ferrique. En revanche, en présence de sidérophore libre les TBDT ne sont pas actif
d'un point de vue fonctionnel. Lorsque le sidérophore ferrique est lié, un
réarrangement des boucles permet de bloquer le ligand dans son site de liaison. Des
études montrent que la liaison du sidérophore ferrique se fait selon une cinétique a
deux étapes (Clement et al., 2004 ; Payne et al., 1997). La premiére étape est rapide
et dépendante de la concentration en ferri-sidérophore. Elle correspond
probablement a I'adsorption et a la liaison du ferri-sidérophore au niveau de la
surface du TBDT. La deuxieme étape est plus lente et indépendante de la
concentration en ferri-sidérophore, elle correspond probablement au positionnement
conforme dans le site de liaison ou a un changement de conformation du TBDT. La
comparaison des structures FecA-citrate et FecA-citrate-fer montre que la position
des molécules de citrate dans la poche de fixation change. Une des molécules de
citrate se déplace de 1,3 A dans la poche de fixation et la deuxiéme molécule
effectue une rotation de 90° et un mouvement de 1,5 A (Figure 22) (Yue et al., 2003).

Figure 22 : Représentation de la poche de fixation du citrate au niveau du transporteur FecA

Représentation de la poche de fixation du citrate au niveau de la structure du transporteur FecA,
représentée en surface. Superposition du dicitrate (A) et superposition du dicitrate diferrique (B) dans
la structure FecA-dicitrate. On peut observer que le citrate n°1 se déplace de 1,3 A par rapport au
centre de la poche de fixation. Pour le citrate n°2, une rotation de 90° de la molécule est observée
(Yue et al., 2003).
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La liaison du ferri-siderophore se fait par des liaisons hydrogéne et des
contacts de van der Waals impliquant différentes boucles apicales du bouchon. La
liaison se fait également grace a différents résidus du bouchon, du tonneau et des
boucles extracellulaires, comme les boucles L3 (BtuB et FhuA), L4 (BtuB, FecA et
FhuA), L7 et L8 (FecA et FhuA) ou L4, L7, L9 et L11 (FpvA) (Yue et al., 2003 ;
Chimento et al., 2003 ; Greenwald et al., 2009 ; Nader et al., 2007).

Certains transporteurs TonB-dépendants sont capables de lier et de
transporter des composés autres que les sidérophores, notamment des antibiotiques.
Les structures de FhuA lié a I'albomycine et la rifamycine ont été résolues (Ferguson
et al., 2000b ; Ferguson et al., 2001). Ces composés analogues au ferrichrome et
portant des groupements hydroxamates possédent une activité antibiotique. La
similarité structurale explique pourquoi ces antibiotiques sont capables de se fixer au
niveau du site de liaison de FhuA.

4.2.2.2 Le mouvement des boucles

La fixation du ferri-sidérophore au niveau de son site de liaison n’induit pas de
changements conformationnels majeurs. En revanche la résolution des différentes
structures de FecA (vide, lié au citrate ou lié au complexe citrate-fer) montre que des
changements conformationnels sont observés au niveau des boucles extracellulaires
du tonneau, des boucles apicales du bouchon et de la boite TonB. En présence du
ligand ferrique le mouvement des boucles du bouchon suggére que celui-ci est
flexible et peut initier des interactions avec les domaines périplasmiques de TonB et
une protéine FecR, impliquée dans la régulation du systéme de transport. En
présence du complexe citrate-fer, les boucles extracellulaires L7 et L8 du
transporteur FecA viennent recouvrir le site de liaison et la différence de positions de
certains acides aminés de ces boucles varie de 9 & 11 A, par rapport a la structure
de FecA citrate (Figure 23). Des expériences de mutagénése montrent que la
délétion de ces boucles inhibe la liaison du citrate ferrique sur FecA (Sauter & Braun,
2004).
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Figure 23 : Représentation de la structure du transporteur FecA sous ses différentes formes

Représentation de la structure du transporteur sous sa forme vide dite apo (A et D) (PDB 1PNZ), lié
au citrate (B et E) (PDB 1PO0) ou lié au complexe citrate-fer (C et F) (PDB 1PO3). Le tonneau est
représenté en jaune, le domaine bouchon en violet, la boite TonB en cyan et les boucles L7 et L8 en
bleu. Le citrate est représenté sous forme de batonnets et le fer en sphére de van der Waals (orange).
La liaison du citrate ferrique (C et F) entraine un changement de conformation des boucles L7 et L8
ainsi qu’une flexibilité de la boite TonB, qui disparait au niveau de la structure cristallographique.

Au niveau de la structure du complexe FptA-pyochéline-fer, la boucle L8 vient
également couvrir le site de liaison, empéchant ainsi la dissociation du complexe
TBDT-ferri-sidérophore (Cobessi et al., 2005a). De méme, des études de dynamique
moléculaire suggerent que la boucle L8 de FhuA vient recouvrir le site de fixation du
ligand (Endriss & Braun, 2004). Au niveau du transporteur FhuA, la délétion des
boucles L3 et L11 abolit la fixation et le transport du ferrichrome (Endriss & Braun,
2004). Le recouvrement du site de fixation du ligand par les boucles extracellulaires

semble étre une caractéristique commune a plusieurs TBDT.
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4.2.2.3 Le mouvement de la boite TonB

Au niveau de la bactérie, il existe un nombre limité de protéines TonB ancrées
dans la membrane interne par rapport aux TBDT. Un signal est donc nécessaire pour
favoriser l'interaction lorsque que le sidérophore ferrique est fixé sur le transporteur.
La fixation du ligand au niveau du site de liaison engendre un signal qui se propage
jusqu’au bouchon et libére la boite TonB, ce mouvement correspond probablement
au signal permettant de discriminer I'état chargé en apo-sidérophore de I'état chargé
en holo-sidérophore (Howard et al., 2001 ; Ferguson & Deisenhofer, 2002b).

Lorsque le ligand est ancré dans son site de liaison, les longues boucles
extracellulaires se referment. Cette liaison va engendrer différents changements
conformationnels, au niveau d’'une hélice adjacente a la boite TonB du bouchon
(« switch helix », Figure 11) provoquant une flexibilité au niveau de la boite TonB
(Ferguson & Deisenhofer, 2002b ; Yue et al., 2003). Cette boite TonB libérée peut
alors se déplacer au niveau du périplasme et interagir avec la protéine de la

membrane interne TonB.

4.2.2.4 Le mouvement du domaine de signalisation

Certains TBDT possédent un domaine de signalisation en position N-terminale.
Son positionnement dépend de la présence ou non du ferri-sidérophore dans le site
de liaison du transporteur (Wirth et al., 2007 ; Chimento et al., 2003). Sur ces TBDT,
le domaine de signalisation est connecté au bouchon par une longue boucle flexible
qui contient la boite TonB. Si on compare les structures, on observe un mouvement
du domaine de signalisation entre deux positions, libérant alors la boite TonB. Cette
boite TonB devient alors accessible pour une interaction avec la protéine TonB, de la
membrane interne, amenant I'énergie nécessaire au transport. Ces aspects seront
développés dans la Partie Il « Résultats scientifiques ».

En paralléle, ce mouvement du domaine de signalisation permet une
interaction avec un facteur sigma régulateur (également appelé facteur anti-sigma),

capable de réguler 'ensemble du systéme (cf Chapitre 5.5)
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4.2.3 Transport au travers de la membrane externe

Le transport de molécules au travers de la membrane externe nécessite la
formation d’'un canal ou d’'un pore au niveau du TBDT, permettant le passage de
petits composés (jusqu'a 2 000 Da) voire de molécules comme les colicines (29 a
69 kDa) (Cascales et al., 2007). Aucune des structures cristallographiques ne permet
de faire apparaitre la présence de ce type de canal. Le mécanisme global proposé
se fait en plusieurs étapes :

- les boucles extracellulaires se trouvent dans une conformation propice a la
fixation du ligand, laissant le site de liaison accessible.

- le sidérophore ferrique se fixe au niveau du site de liaison du TBDT avec une
affinité de I'ordre du nanomolaire, impliquant une interaction avec des résidus du
tonneau et du domaine bouchon.

- Un changement conformationnel important est observé au niveau des
boucles extracellulaires, qui viennent coiffer et séquestrer le ferri-sidérophore dans
son site de liaison. La fixation du ligand génére également de légers changements
conformationnels au niveau du domaine bouchon permettant la libération de la boite
TonB et I'interaction avec la protéine TonB. Ces modifications permettent d’induire le
mécanisme de translocation du ligand ferrique.

- La translocation, dont le mécanisme moléculaire n'est pas encore identifié,
nécessite la formation d’un canal d’au moins 10 A de diamétre pour autoriser le
passage du ferri-sidérophore (Figure 24). Parmi les hypothéses émises, le modele
de traction permettrait la formation d’'un canal au sein du tonneau. Les derniers
travaux de Udho et al. viennent conforter cette hypothése (Udho et al., 2012). Des
travaux tres récents montrent que le domaine bouchon pourrait, en plusieurs étapes
et de maniére réversible, se dérouler a I'extérieur du tonneau pour former un canal
permettant la translocation du ligand (Flores Jimenez & Cafiso, 2012 ; Udho et al.,
2012 ; Udho et al.,, 2009). Dans une seconde hypothése, le domaine bouchon
subirait des changements de conformation majeurs tout en restant dans le tonneau.
L’élargissement de la structure permettrait la formation d’'un canal (Ferguson &
Deisenhofer, 2004). La présence d’'un grand nombre de molécules d’eau autour du
domaine bouchon suggére qu’'un réarrangement minimal suffirait a conduire a la
formation du canal et nécessiterait un apport énergétique plus faible (Noinaj et al.,
2010).
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Figure 24 : Représentation de la structure de FpvA en complexe avec la ferri-pyoverdine

Représentation de la structure de FpvA de P. aeruginosa liant la pyoverdine ferrique (représentée en
sphéres de van der Waals) vue du dessus (A), vue de face (B) et vue de dessous (C). La
représentation en surface du domaine bouchon (en orange), du tonneau (en vert) et du domaine de
signalisation (en bleu) montre I'absence d’un espace suffisant pour la translocation du ligand
(PDB 205P).

4.2.4 Transport au travers de la membrane cytoplasmique

Aprés internalisation du substrat dans le périplasme, le sidérophore ferrique
doit traverser la membrane interne. Un grand nombre de données montrent que le
transport de ferri-sidérophores implique des transporteurs ABC (ATP Binding
Cassette) et plus récemment des perméases dépendantes de la force proton
motrice ont été identifiees : FptX pour la pyochéline (P. aeruginosa) (Reimmann,
2012), FiuB et FoxB (Cuiv et al., 2007) pour le ferrichrome (P. aeruginosa), RthX
pour la rhizobactine (Sinorhizobium melitoli) (Cuiv et al., 2004). Dans le cas de
perméases dépendantes de la force proton motrice aucune protéine de liaison
périplasmique n’est mise en jeu.

Le transport de composés comme les ferri-sidérophores ou la vitamine-B1, au
travers de la membrane cytoplasmique peut également impliquer des transporteurs
ABC (Hollenstein et al., 2007). Ce sont des protéines membranaires intégrales
présentes chez toutes les espéces impliquées dans I'export ou I'import de divers
composes (Higgins et al., 1992 ; Rees et al., 2009). Ces transporteurs ABC, de type
Il, couplent I'hnydrolyse d’ATP a la translocation d’'un substrat au travers de la
membrane. lls sont composés (i) d’'une protéine périplasmique de liaison nommée

PBP (Periplasmic Binding Protein) ou SBP (Solute Binding Protein), (ii) d’'une
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perméase et (ii) d’'une ATPase cytoplasmique constituée de domaines tres
conserves capables de lier et d’hydrolyser 'ATP (Jones et al., 2009 ; Koster, 2001)
(Figure 25).

Périplasme Périplasme

Subs! /
P——
MC M ™M ™M mC
O — o
Cytoplasme ABC?)ABC AB¢ ABC Cytoplasme

Figure 25 : Représentation de la structure d’un transporteur ABC

(A) Représentation de la structure du transporteur ABC de la vitamine-Bq, BtuCD. La protéine
périplasmique BtuF (PBP) est représentée en complexe avec la vitamine-B4, au niveau du périplasme
(PDB 1N2Z). Les deux domaines transmembranaires BtuC (TMB), formant la perméase, sont
représentés en cyan et bleu au niveau de la membrane cytoplasmique (MC), les domaines ATPases
(ABC) sont représentés en jaune et orange au niveau du cytoplasme (PDB 2QI9). (B) Représentation
des deux états conformationnels illustrant le mécanisme permettant la translocation du ligand vers le
cytoplasme grace a I'hydrolyse de molécules d’ATP (sphéres bleues) en ADP (cyan).

Dans la plupart des cas, les génes qui codent pour ces transporteurs se
présentent sous forme d’un opéron incluant le géne qui code pour le TBDT. Les
domaines transmembranaires de la perméase du transporteur ABC sont codés par
deux génes homologues et peuvent former un homodimére ou un hétérodimere. Ces
domaines possédent en moyenne dix hélices transmembranaires et appartiennent a
la famille de type Il des transporteurs ABC (Rees et al., 2009 ; Locher, 2009). lIs
possédent un site de liaison pour le substrat et des boucles intra-cytoplasmiques, au
niveau de I'hélice 6, qui permettent l'interaction avec les domaines ATPases
(Dawson & Locher, 2006 ; Jones et al., 2009, Locher et al., 2009 ; Rees et al., 2009).
La perméase est en permanence fermée d’'un coté de la membrane afin d’'empécher
la diffusion passive de substrats. Les domaines ATPases du transporteur ABC sont
codés par un unique géne. lls se composent de deux lobes présentant cing
séquences conserveées (Walker A ou boucle P, Walker B, boucles A, D et Q) et un
motif LSGGQ (ou boucle C) qui correspond a la signature de cette famille de protéine.

La boucle Q est impliquée dans linteraction avec les domaines transmembranaires
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(Rees et al., 2009). La fixation de deux molécules d’ATP initie la dimérisation des
domaines ATPases via leur boucle P et leur motif LSGGQ (Hollenstein et al., 2007 ;
Locher, 2009; Rees et al, 2009; Lu & Zgurskaya, 2012). Les protéines
périplasmiques, malgré leur faible identité de séquence, partagent des homologies
fonctionnelles et structurales importantes. Elles possédent généralement une
séquence signal qui permet I'adressage au niveau du périplasme et sont formées de
deux lobes reliés par une chaine polypeptidique. Chacun des lobes est constitué
d’'un feuillet B entouré par plusieurs hélices a. Le repliement des deux lobes vers
l'intérieur permet la fixation du substrat (Chu et al., 2010). A l'inverse des TBDT qui
sont spécifiques d’'un sidérophore, les protéines périplasmiques sont spécifiques
d’'une classe de sidérophores (hydroxamate, catécholate, carboxylate) (Ferguson &
Deisenhofer, 2004) (Figure 26).

Ferrichrome ; Dihydroxybenzylserine
Ferrioxamine B

Aerobactine . Entérobactine
Citrate

ADP + Pi ADP + Pi ADP + Pi

Cytoplasme

Figure 26 : Schéma des différents systémes de transport du fer chez E. coli

Les transporteurs de la membrane externe FhuA, IutA et FhuE transportent les sidérophores de type
hydroxamate. FepA, Cir et Fiu transportent les sidérophores de type catécholate. FecA transporte les
sidérophores de type carboxylate comme le citrate. Le transport au travers de la membrane
cytoplasmique implique les protéines périplasmiques FhuD (hydroxamates), FepB (catechols) et FecB
(carboxylates) associée aux transporteurs ABC FhuBC, FepCDG et FecCDE, respectivement.
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Le transporteur ABC de la vitamine-B42, chez E. coli est le modéle le mieux
décrit et dont les structures ont été résolues. Un mécanisme de transport a été
proposé. Premiérement le substrat est transporté au travers de la membrane par un
TBDT spécifique, puis il est pris en charge par une protéine périplasmique. Les
domaines transmembranaires du transporteur ABC sont ouverts vers le périplasme.
La liaison de la protéine périplasmique chargée engendre des changements de
conformation au niveau des hélices o des domaines transmembranaires (hélices 3 a
5). Ces domaines se referment grace a I'hydrolyse de deux molécules d’ATP,
générant ainsi I'ouverture du canal qui libére alors le substrat dans le cytoplasme
avant de retourner a son état initial (Figure 25B) (Locher, 2009 ; Jones et al., 2009 ;
Rees et al., 2009 ; Korkhov et al., 2012 ; Mehmood et al., 2012). Méme s'il est
probable que le mécanisme soit proche, le mécanisme moléculaire de translocation
des ferri-sidérophores est encore peu connu. Une étude récente montre que ce
meécanisme peut étre trés spécifique, puisque le transport de deux sidérophores
énantioméres (pyochéline et énantiopyochéline) au travers de la membrane

cytoplasmique adopte deux voies bien distinctes (Reimmann, 2012).

4.2.5 Dissociation et recyclage du complexe fer-sidérophore

Pour que le fer puisse étre utilisé dans les différents processus métaboliques,
il doit étre dissocié de son sidérophore. Cette dissociation peut s’effectuer dans le
périplasme, comme pour la voie pyoverdine chez P. aeruginosa (Hannauer et al.,
2010), ou dans le cytoplasme de la bactérie pour les voies ferrichrome et
entérobactine, chez E. coli (Hartmann & braun, 1980 ; Matzanke et al., 1986). Ce
mécanisme met en jeu soit une dissociation du ferri-sidérophore par hydrolyse
partielle ou totale du sidérophore (Langman et al., 1972 ; Rauscher et al., 2002), soit
une dissociation par réduction du Fe** en Fe** (Fontecave, 1994 ; Matzanke et al.,
2004) ou une modification chimique du sidérophore, comme pour le ferrichrome chez
E. coli et P. aeruginosa (Hannauer et al., 2010a).

Apres dissociation, le sidérophore peut étre recyclé dans le milieu
extracellulaire afin d’effectuer un nouveau cycle de transport. Ce recyclage a été mis
en évidence chez P. aeruginosa et implique la pompe a efflux PvdRT-OpmQ qui est
également responsable de la sécrétion de sidérophore nouvellement synthétisé
(Imperi et al., 2009 ; Hannauer et al., 2010b).
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4.3 Transport de I’héme

4.3.1  Acquisition de I'héme via les hémophores

L’acquisition du fer est un paramétre critique pour la survie et la virulence de
bactéries pathogénes. Chez I'hbte colonisé, 'héme est la source majeure de fer pour
les bactéries pathogénes. Le fer est généralement incorporé dans des molécules
d’héme, dans le corps humain 75% du fer est sous forme héminique (Tong & Guo,
2009). L'utilisation de I'hnéme exogéne par des pathogénes humains comme Yersinia
pestis, Bordetella pertussis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Shigella
dysenteriae, Serratia marescens, implique une liaison de I'héme ou des
hémoprotéines sur des transporteurs a la surface de la cellule (Tong & Guo, 2009).
Une fois dans le cytoplasme, la molécule d’heme est dégradée par une héme
oxygénase afin de libérer le fer ferreux (Barker et al., 2012). Les bactéries
Gram-négatives et Gram-positives secretent des hémophores dont la fonction est de
capter I'néme environnemental. Les hémophores qui affichent des analogies
fonctionnelles avec les sidérophores ont été découverts en 1994 chez S. marescens
(Letoffe et al., 1994). Ces hémophores sont des protéines qui possédent une tres
forte affinité pour ’'héme. lls sont capables d’extraire ’'hnéme des hémoprotéines et de
le transférer a un transporteur spécifique au niveau de la membrane externe
permettant linternalisation de la molécule d’héme au niveau du périplasme
(Wandersman & Stoljilkovic, 2000).

Trois systémes d’acquisition de 'hnéme ont été identifiés chez les bactéries
Gram-négatives. Le systéme le plus connu implique une liaison directe de I’lhéme
ou d’une hémoprotéine avec un TBDT spécifique, situé au niveau de la membrane
externe, ainsi I'hnéme est transporté dans le périplasme. Ensuite, le passage de
I'héme dans le cytoplasme s’effectue via un transporteur ABC (Tong & Guo, 2009).
Les systémes les plus connus sont hemRSTUYV chez Yersinia enterolitica (Stojiljkovic
& Hantke, 1992), hmuRSTUV chez Y. pestis (Hornung et al., 1996 ; Woo et al., 2012),
ShuASTUV chez Shigella dysenteriae (Burkhard & Wilks, 2007) et phuRSTUVW
chez P. aeruginosa (Lansky et al., 2006 ; Ho et al., 2007). Le second systeme de
transport implique un TBDT, un hémophore extracellulaire ainsi qu’un transporteur
ABC pour le passage au travers de la membrane interne. Le mieux décrit a ce jour
est le systtme hasRADEB de Serratia marescens (Cescau et al., 2007 ; Krieg et al.,
2009 ; Caillet-Saguy et al., 2012). L’hémophore HasA a pour fonction de fixer 'héme
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libre ou d’extraire ’'hnéme des hémoprotéines au niveau du milieu extracellulaire. Le
complexe formé interagit avec un TBDT spécifique, HasR, au niveau de la
membrane externe. Chez N. meningitidis un troisieme systéme d’acquisition
bipartite a été mis en évidence. Il implique un TBDT de la membrane externe HpuB
et une lipoprotéine membranaire associée HpuA. Ce récepteur bipartite est en
mesure d’extraire et de transporter 'hnéme issu de I'hémoglobine ou du complexe
haptoglobine-hémoglobine (Lewis et al., 1998 ; Tong & Guo, 2009). On notera
également que I'héme libre est capable de diffuser passivement au travers des
membranes (Figure 27B).

4.3.2 Transport direct de 'heme

Le transport direct de I'héme chez les bactéries Gram-négatives est un
systéme trés conservé. Les bactéries pathogénes sécrétent de 'hémolysine capable
de générer la lyse des érythrocytes et la libération de I'hémoglobine. Chez
P. aeruginosa le systéme phu est capable d'utiliser cette hémoprotéine comme
source d’héme. Le transporteur PhuR est en mesure de reconnaitre et de transporter
'héme a partir de I'néme libre, ou issu de I'hémoglobine, de I'hnémopexine, de la
myoglobine ou du complexe hémoglobine-haptoglobine. Aprés son passage dans le
périplasme, I'héme est lié par la protéine de liaison périplasmique PhuT. Un
transporteur ABC au niveau de la membrane interne, composé des protéines
PhuUVW, transfére 'héme vers une protéine chaperonne PhuS, au niveau du
cytoplasme (Ochsner et al., 2000 ; Ho et al., 2007). Une fois dans le cytoplasme,
PhusS libere 'héme vers une héme oxygénase (HemO) (O'Neill et al., 2012) qui ouvre
I'anneau porphyrique libérant le Fe**, du monoxyde de carbone et de la biliverdine.
Le groupe de génes codant pour ce systeme de transport est régulé négativement
par la protéine Fur (Figure 27).
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Figure 27 : Représentation schématique du transport direct de I’héme

Représentation schématique de I'opéron phu chez P. aeruginosa (A) et représentation du mécanisme
de transport de I'héme (B). L’héme peut diffuser de maniere passive au travers de la membrane.
Cependant, I'heme et les hémoprotéines peuvent étre reconnus par le transporteur PhuR, de la
membrane externe. L’héme est alors transporté vers le périplasme grace a I'énergie fournie par le
systeme TonB. La protéine périplasmique PhuT transmet ’'héme au transporteur ABC PhuUVW, de la
membrane cytoplasmique (MC). Ce dernier internalise la molécule au niveau du cytoplasme. PhuS
incorpore ’'héme avant sa dégradation par 'heme oxygénase, libérant ainsi le Fe*. Le fer ferreux peut
alors se lier a la protéine Fur afin de réguler I'expression du systeme.
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4.3.3 Systemes de transport de I'heme via les hémophores

Les hémophores bactériens sont sécrétés dans le milieu extracellulaire. Grace
a une affinité supérieure, ils récuperent 'héme de différentes hémoprotéines. Deux
systémes de transport de I'héme via des hémophores ont été identifiés : le systéme
has et le systéme hxu.

4.3.3.1 Le systeme d’acquisiton has et son hémophore

L’hémophore de type HasA (Heme acquisition system) a été identifié chez
S. marescens. Cet hémophore est conservé chez plusieurs bactéries
Gram-négatives, notamment P. aeruginosa, P. fluorescens, Y. pestis ou
Y. enterolitica (Letoffe et al., 1998). Il est capable de lier 'héme libre ou d’extraire
'héme a partir de protéines de stockage comme I'hémoglobine, 'hémopexine ou la
myoglobine (Wandersman & Delepelaire, 2012). HasA est une protéine globulaire
monomerique de 19 kDa dont la structure en complexe avec 'héme a été résolue
(Arnoux et al., 1999). HasA est composée de deux faces : une de quatre hélices o et
lautre de sept brins . HasA possede une affinité de 18 pM pour I'hnéme
(Izadi et al., 1997). La liaison se fait grace aux résidus His-32, Tyr-75 et His-83
présents sur les deux boucles des deux faces (Figure 28) (Arnoux et al., 1999). Si
on compare la forme holo-HasA a la forme apo-HasA, on observe un déplacement
de 30 A de la boucle portant I'histidine-32 (Wandersman & Stoljilkovic, 2000).
Des études sur la liaison de 'héme montre qu’il s’agit d’'un mécanisme a deux étapes,
dans un premier temps I'hnéme se lie a la Tyr-75. Cette liaison engendre dans un
second temps le repliement de la boucle portant I'His-32 qui vient piéger la molécule
d’héme (Yukl et al., 2010).

Figure 28 : Représentation de la structure
I’lhémophore HasA

Représentation de la structure de I'hémophore
HasA lié a une molécule d’héme (en gris), les
résidus (His-32, His-83 et Tyr-75) impliqués
dans la liaison sont représentés en cyan (PDB
1B2V).
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Un alignement de séquence montre une identité de séquence allant de 30 a
50% selon les espéces (Tong & Guo, 2009). Les variabilités majeures sont situées
au niveau des deux boucles piégeant la molécule d’heme. Les quatre derniers
résidus en position C-terminale sont conservés et contiennent la séquence signal
pour la sécrétion de I'hémophore (Figure 29). Parmi les trois résidus liant la
molécule d’héme, I'His-83 et la Tyr-75 sont conservés alors que I'His-32 peut étre

remplacée par une glutamine ou un aspartate selon les espéces (Figure 29).
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Figure 29 : Alignement des séquences de ’lhémophore HasA

Alignement des séquences protéiques de I'hémophore HasA chez S. marescens (sm), Y. enterolitica
(ve), Y. pseudotuberculosis (yps), P. aeruginosa (pa), Erwinia carotovora subsp. Artrosepctica (ec),
Y. pestis (ype) et P. fluorescens (pf). Les quatre derniers résidus, conservés chez HasA, sont
encadrés en rouge. Les résidus conservés impliqués dans la liaison de la molécule d’héme sont
encadrés en cyan. Adaptée de (Tong & Guo, 2009).

L’hémophore HasA se lie a un transporteur spécifique HasR. Comme les
autres TBDT, la translocation de I'héme vers le périplasme par HasR, dépend de
I'énergie fournie par la protéine HasB (protéine homologue a TonB) (Lefevre et al.,
2008 ; Braun & Hantke, 2011). HasR se compose d'un tonneau a 22 brins
anti-paralléles et d’'un domaine bouchon. Deux histidines sont conservées, I'His-189
au niveau du domaine bouchon et I'His-603 du tonneau responsable de liaison de
’héme. Le transfert de 'heme de HasA vers le transporteur HasR s’effectue via des
interactions protéiques impliquant les boucles L6, L8 et L9 du transporteur et deux
feuillets p de HasA (résidus 51-60 et 95-105) (Figure 30) (Barjon et al. 2007 ;
Wandersman & Delepelaire, 2012). Lorsque les deux protéines interagissent,

I'affinité de HasA pour I'héme diminue et devient inférieure a celle de HasR,
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permettant ainsi le transfert de 'héme vers son transporteur (Caillet-Saguy et al.,

2012). HasR est également capable de lier et de transporter 'héme libre (Krieg et al.,

2009 ; Smith & Wilks, 2012).

Figure 30 : Représentation de la structure
du complexe HasA-HasR

Représentation de la structure du transporteur
HasR liant le complexe HasA-héme (PDB
3CSL). Le transporteur HasR se compose d’un
tonneau a 22 brins S (en cyan) obstrué par un
domaine bouchon (en rouge). Les longues
boucles L6, L8 et L9 et les deux feuillets S de
HasA impliquées dans la liaison de
I’'hémophore sont représentées respectivement
en bleu et en mauve. Les résidus His-603 du
tonneau et His-189 du bouchon responsable
de la liaison de 'heme, ainsi que les His-83 et
Tyr-75 de ’'hémophore, sont représentés sous
forme de batonnets. Une partie de la structure
du tonneau a été retirée afin de visualiser le
domaine bouchon a l'intérieur de HasR.

4.3.3.2 Le systeme d’acquisition hxu et son hémophore

by

Un systéme a hémophore hxu (Hemopexin utilization) a été décrit chez

Haemophilus influenzae (Cope et al., 1995), et qui a besoin d’héme exogéne pour sa

croissance en conditions aérobie. Un groupe de trois génes, hxuA, hxuB, hxuC est

nécessaire pour l'utilisation du complexe héme-hémopexine (Tong & Guo, 2009).

L’hémophore HxuA est une protéine sécrétée de 100 kDa (Cope et al., 1994 ;

Fournier et al., 2011). Selon la souche, HxuA est soit ancré dans la membrane, soit

présent dans le milieu extracellulaire (Wong et al, 1995). HxuA reconnait le

complexe héme-hémopexine et libére 'héme a proximité de HxuC, récepteur de la

membrane externe appartenant a la classe des TBDT (Cope et al., 1994 ; Cope et al.,

1995 ; Fournier et al., 2011 ; Wandersman & Delepelaire, 2012). Il n'y aurait pas
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réellement de capture de ’'héme par HxuA, comme pour HasA, mais la libération de
'héme a proximité du transporteur permet de favoriser sa liaison (Wandersman &
Delepelaire, 2012).

Le seul hote pour H. influenzae est 'homme. Cette bactérie pathogéne est
responsable d’'un grand nombre d’infection locale (otites, méningites...). Cette
espéce ne possede pas de voie de biosynthése d’héme alors que celui-ci est
nécessaire pour sa croissance en conditions aérobies. H. influenzae a la particularité
d’exprimer un grand nombre de TBDT, I'un d’eux appartenant au systeme hxuABC. Il
permet d’internaliser 'héme provenant de 'hémopexine (Cope et al., 1998). Comme
pour les autres types de TBDT, ce transport est dépendant de I'énergie véhiculée par
le systéme TonB de la membrane interne.

Les alignements réalisés sur plusieurs souches d’H. influenzae montrent une
homologie de séquence de 66% pour HxuA. La protéine HxuB est une protéine de
60 kDa, impliquée dans la sécrétion de 'hémophore HxuA (Cope et al., 1994). En
revanche, HxuC est nécessaire pour le transport de 'héme et semble fonctionner
comme un transporteur TonB-dépendant de la membrane externe (Morton et al.,
2007). HxuB et HxuC ont également des séquences trés conservées, avec
respectivement 91 et 83% d’homologie. L'ensemble de ces trois génes est
nécessaire pour le transport de ’'héme libre ou de 'héme issu du complexe héme-
hémopexine, in vivo. Ainsi, ces deux protéines représentent des cibles de choix pour

la création de vaccin contre le pathogéne H. influenzae (Morton et al., 2007).

4.3.4 Transport de 'heme via un récepteur bipartite HpuAB chez
Neisseria meningitidis

La bactérie N. meningitidis est un pathogéne exclusivement humain et
responsable de pathologies comme la méningite. En paralléle des systémes de
transport de fer a partir d’hémoprotéines comme la transferrine ou la lactoferrine,
cette espece exprime un transporteur de 'héme TonB-dépendant a deux partenaires,
le transporteur HpuAB. Il est capable de transporter I’'heme lié a ’'hémoglobine mais
préférentiellement celui issu de complexes hémoglobine-haptoglobine (Rohde &
Dyer, 2004). Les alignements de séquence, basés sur les structures
cristallographiques de FepA, FhuA et FecA, permettent d’établir que la protéine
HpuB (85 kDa) est un transporteur de la membrane externe. Il est formé d’un
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tonneau $ dont le pore est obstrué par un domaine bouchon en position N-terminale
(Rohde & Dyer, 2004). Des expériences de liaison d’hémoglobine, marquée a
I"'**|ode, réalisées sur différents mutants ont permis d’établir que ce transporteur est
capable d’interagir avec la protéine TonB (Rohde et al., 2002). HpuA est une
lipoprotéine périphérique associée au transporteur HpuB. L'absence de transport
chez des simples mutants de HpuA ou HpuB montre que ces deux protéines sont
absolument nécessaires pour I'acquisition de 'heme. En présence d’hémoglobine-
héme la majorité du transporteur n’est pas capable de lier son ligand (Rohde et al.,
2002). Seulement une petite sous population présente un site de liaison. L’interaction
avec la protéine TonB déplace cet équilibre et permet la translocation du complexe
héme-fer dans le périplasme (Figure 31) (Rohde et al., 2002 ; Stojiljkovic & Perkins-
Balding, 2002).

Hémoglobine
je@ e
HpuA HpuA
Interactlon
HpuB' ‘HpuB avec TonB
Heme Fe

Figure 31 : Représentation schématique du transport de I’héme via HpuAB.

Représentation schématique du transport de 'héme chez N. meningitidis via le transporteur bipartite
HpuAB. En absence d’énergie la majorité du complexe HpuAB n’est pas correctement associée pour
lier 'hémoglobine-heme. Cependant un petit sous ensemble de la population de HpuAB est capable
de lier le complexe au niveau d’un site de haute affinité mais il n’y a pas de transport. L’énergisation
gréace a la protéine TonB favorise une conformation de HpuAB capable de lier 'hémoglobine avec une
haute affinité. Ensuite le complexe héme-fer est internalisé et I'apo-hémoglobine relarguée.
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4.3.5 Transport de 'heme au travers de la membrane externe

Chez les bactéries Gram-négatives, I'héme libre ou [I'héme issu
d’hémoprotéines est transporté dans le périplasme grace a des TBDT. Plus d’'une
trentaine de ces transporteurs ont été identifiés chez un large panel de bactéries
Gram-négatives (Wandersman & Stoljilkovic, 2000; Tong & Guo, 2009). Le
transporteur HemR chez Y. enterolitica a été largement étudié. Des expériences de
mutagenése montrent que deux résidus conservés (His-128 et His-461) sont
impliqués dans la liaison de la molécule d’héme. lls sont situés entre les deux motifs
conservés que sont les boites FRAP et NPL (Bracken et al., 1999). Certaines
souches comme Bordetella pertussis, B. bronchiseptica, P. fluorescens ou
P. aeruginosa expriment des TBDT (BhuR, PfhR et PhuR respectivement) qui ne
possédent pas ces deux motifs. Cette observation suggére une différence au niveau
des mécanismes de liaisons. En fonction de la concentration d’héme dans le milieu
extracellulaire, certains transporteurs d’hémophores peuvent lier I'hnéme libre aussi
bien que le complexe hémophore-héme, c’est le cas du transporteur HasR chez
S. marescens. En 2007, chez Shigella dysenteriae un nouveau transporteur ShuA a
été caractérisé. Des expériences de mutagenése montrent que les His-86 et His-420
sont essentielles pour la reconnaissance, la liaison et le transport de I'héme
(Burkhard & Wilks, 2007).

Les structures connues de ShuA (Cobessi et al., 2010), HasR (Krieg et al.,
2009) et un modéle réalisé de HmuR suggeéerent que les TBDT spécifiques du
transport de 'heme sont composés de deux domaines. Le premier domaine est un
tonneau B pourvu de longues boucles extracellulaires et de coudes courts au niveau
du périplasme. Le deuxiéme domaine, en position N-terminale, est un domaine
bouchon qui vient obstruer le pore du tonneau. La liaison de 'héme implique toujours
des histidines au niveau du site de liaison. Ces structures en forme de tonneau
s’averent essentielles et nécessaires pour le transport de ’'héme au travers de la
membrane externe (Tong & Guo, 2009). Le transport de 'héme est dépendant du
systéme TonB qui permet I'énergisation du transporteur.
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4.3.6 Transport de 'heme vers le cytoplasme

Globalement le transport de 'hnéme vers le cytoplasme de la bactérie est tres
proche du transport des ferri-sidérophores. Lorsque ’héme passe dans le périplasme,
il est lié par une protéine de liaison périplasmique spécifique de 'héme (nommé HTP
ou HBP) appartenant a un transporteur ABC de la membrane interne. Plusieurs HBP
ont été identifiées et caractérisées chez différentes especes, elles partagent 30 a
90% d’identité de séquence (Stojiljikovic & Perkins-Balding, 2002). On remarque
qu’'une tyrosine est trés conservée (Tyr-71 chez PhuT, Tyr-67 chez ShuT). La
structure cristallographique de ShuT montre que cette tyrosine conservée peut étre
impliquée dans la liaison axiale de 'héme entre les deux lobes (Figure 32) (Ho et al.,
2007). La liaison de I'néme sur les HBP induit un changement de conformation au
niveau du site de liaison, notamment la réorientation de la tyrosine qui joue un réle

majeur dans la fixation et la libération de la molécule d’héme.

A B

ShuT PhuT

s 4

L

Figure 32 : Représentation des structures des protéines ShuT et PhuT

Représentation des structures des protéines périplasmiques de liaison de I'héme ShuT (A) chez
S. dysenteriae (PDB 2R7A) et PhuT (B) chez P. aeruginosa (Tong & Guo, 2009). La Tyr-67 de ShuT,
la Tyr-71 de PhuT et la molécule d’heme sont représentées sous forme de bétonnets jaune. Ces
résidus conservés participent a la liaison de la molécule d’heme.

Le transport vers le cytoplasme implique ensuite un transporteur ABC, de
type Il (Woo et al., 2012). Ce transporteur est composé d’une perméase et d’'une
ATPase spécifique de I'héme. Le transport du ligand requiert une interaction entre
I'HBP et un motif EAAXXXG de la perméase correspondante (Stojiljkovic & Perkins-
Balding, 2002). La translocation de 'héme dans le cytoplasme est dépendante de

I'hydrolyse d’ATP (Tong & Guo, 2009 ; Woo et al., 2012).
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4.3.7 Dissociation du complexe heéme-fer dans le cytoplasme

Avant d’étre pris en charge par une heme oxygénase, ’heme est séquestré
par une protéine de liaison au niveau du cytoplasme. Chez P. aeruginosa la protéine
PhuS a été identifiée au niveau de l'opéron phu. Cet intermédiaire permet
notamment d’éviter la toxicité liée a un exces d’héme libre. Chez Bartonella henselae,
la protéine HemS est capable a la fois de lier 'heéme au niveau du cytoplasme mais
également de le dégrader (Liu et al., 2012). Ces protéines de liaison cytoplasmiques
possédent une poche de fixation formée par trois hélices o et un feuillet § en forme
de déme (Figure 33). Au niveau de la structure de cette protéine, I'His-196
coordonne le fer du complexe heme-HemS. L’Arg-102 est également impliquée dans
la stabilisation de la liaison (Schneider et al., 2006). Une fois dans le cytoplasme,
'héme est rapidement lié par une héme oxygénase permettant ainsi aux bactéries
d’extraire le fer (Wilks, 2002).

Figure 33 : Représentation de la structure
du complexe Héme-HemS$S

Représentation de la structure de HemS en
complexe avec 'heme (PDB 2JOP). L’héme
est représenté sous forme de batonnet avec
I'atome de fer central représenté en sphére de
van der Waals. Les résidus impliqués dans la
liaison de I'heme (His196 et Arg102) sont
représentés en batonnets.

Le transfert de la molécule d’heme entre les protéines PhuS chez
P. aeruginosa et 'heme oxygénase HemO est un mécanisme induit par liaison de
I'héme. Des expériences de résonance plasmonique de surface (SPR) ont montrées
que PhuS et HemO s’associaient avec une stoechiometrie 1:1 lorsque PhuS était
chargée en heme. Cette liaison d’héme sur PhuS génére des changements
conformationnels au niveau de deux histidines (His-209 et His-212). Le complexe
héme-PhuS induit une interaction avec HemO et le passage de I'héme vers I'hnéme
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oxygénase (O'Neill et al., 2012). Des travaux récents ont montré que PhuS ou HemS
avaient une double fonction : (i) dans le transfert de 'héme vers ’héme oxygénase,
(i) dans la régulation du taux de fer et d’héme intracellulaire (Kaur et al., 2009 ;
Barker et al., 2012 ; Liu et al., 2012).

Chez E. coli un mécanisme d’extraction du fer sans altération de la
protoporphyrine a été mis en évidence. Ce mécanisme implique la protéine EfeB qui
est capable d’extraire le fer de 'héme au niveau du périplasme, le fer est alors
transporté dans le cytoplasme sans I'action d’'une perméase de la membrane interne.

La protéine YfeX prendrait en charge le fer internalisé (Letoffe et al., 2009).

4.4 Acquisition du fer via la transferrine et la lactoferrine

4.4.1 Acquisition du fer grace a un transporteur bipartite

Certains pathogénes appartenant aux familles de Pasteurellaceae,
Moraxellaceae et Nesseriaceae possedent des systémes capables d’assimiler le fer
a partir de la transferrine ou de la lactoferrine (Yang et al., 2011). Ces bactéries sont
notamment responsables d’infections majeures chez 'lhomme comme la méningite,
la pneumonie, l'otite ou la blennorragie. Certaines de ces bactéries ne sont pas
capable de produire de sidérophores pour acquérir le fer et utilisent donc le fer lié a
la transferrine (Tf) et la lactoferrine (Lf) pour se développer chez I'hbte.

La premiére protéine de liaison de la transferrine (Tbp) a été identifiée chez
Neisseria gonorrhoeae (Cornelissen & Hollander, 2011). Ce systéme de transport se
compose de deux partenaires protéiques: un TBDT (TbpA) et un co-récepteur
(TbpB) qui est une lipoprotéine.

TbpA présente une structure composée d’'un tonneau a 22 brins § dont le pore
est obstrué par un domaine bouchon. La structure du transporteur TbpA a été
résolue en 2012 en complexe avec la transferrine humaine révélant une partie du
mécanisme moléculaire de la translocation du fer (Noinaj et al., 2012a).

La lipoprotéine TbpB est exposée a la surface de la cellule et lie de maniére
préférentielle la transferrine chargée en fer (Calmettes et al., 2011). TbpB participe a
I'extraction du fer en synergie avec TbpA, et pourrait étre impliquée dans le relargage
de la transferrine (Siburt et al., 2009 ; Noinaj et al., 2012b). In vivo, TbpB est un
facteur essentiel a la colonisation de I'héte. Sa structure montre que TbpB est

composeée de deux lobes, présentant chacun huit brins . Le lobe N permet
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l'interaction avec le lobe C de la Tf, impliquant les résidus His-143, Asp-159 et Lys-
206 du lobe N de TbpB et I'His-349 du lobe C de la Tf. Cette interaction fige la
conformation de la transferrine dans un état fermé afin de séquestrer I'atome de fer
(Figure 34). Le lobe C de TbpB interagit avec la Tf mais avec une plus faible affinité
(Noinaj et al., 2012b).

ITf lobe N

Figure 34 : Représentation de TbpB et de son interaction avec la transferrine.

Représentation de la structure du co-récepteur TbpB (en orange) de N. meningitidis lié a la
transferrine humaine (Tf) (lobe C en vert et lobe N en gris) (PDB 3VE1). Le lobe N de TbpB permet la
liaison avec le lobe C de la transferrine impliquant les résidus His-143, Asp-159 et Lys-206 du lobe N
de ThpB et I'His-349 du lobe C de la transferrine (représentés sous forme de batonnets dans le cercle
rouge). L’atome de fer est représenté en sphere de van der Waals (en rouge).

Chez ce type de bactéries pathogenes, une deuxiéme voie d’acquisition du fer
via la lactoferrine a été identifiée, impliquant un transporteur spécifique LbpA et un
co-récepteur associé, la lipoprotéine LbpB (Beddek & Schryvers, 2010).

D’aprés I'nomologie de séquence avec les TBDT, LbpA se compose
également d’'un tonneau a 22 brins f et d'un domaine bouchon en position
N-terminale qui permet le transport du fer au travers de la membrane. Les
alignements de séquence des parties N-terminales de LbpA montre que la boite
TonB posséde une séquence conservée KEI/NVTV, différente de celle des autres
TBDT. Au niveau de l'opéron Ibp, on trouve également un co-récepteur LbpB. Bien

qu'aucune donnée structurale ne soit actuellement disponible, cette protéine
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présenterait probablement une structure a deux lobes, proche de celle de TbpB.
Cependant, LbpB posséderait deux régions supplémentaires, chargées
négativement, au niveau du lobe C-terminal. Au vue du nombre important de charges
positives présentent sur la Lf, ces deux régions additionnelles de LbpB sembleraient
étre impliquées dans l'interaction spécifique avec la lactoferrine (Beddek & Schryvers,
2010).

4.4.2 Meécanisme de transport du fer au travers de la membrane
externe

Le modéle actuel pour le transport du fer via la transferrine implique tout
d’abord une liaison de la Tf avec TbpB, puis la formation d'un complexe
TbpA-TbpB-transferrine, ou TbpA et TbpB interagissent avec le lobe C de la Tf
(Figure 35B). La formation de ce complexe serait dépendante de ['état
d’énergisation de TbpA grace a la protéine TonB. L’assemblage de ce complexe,
génére la formation d’une poche ou chambre (d’environ 1000 A®) qui permet
d’orienter et de guider 'atome de fer au niveau du TBDT en vue de son passage vers
le périplasme.

Le transporteur TbpA posséde de longues boucles extracellulaires qui
interagissent avec la transferrine (Figure 35A). Celles-ci peuvent s’étendre jusqu’a
60 A au dessus de la membrane cellulaire : une longue boucle du tonneau, impliquée
dans le transport du fer, se situe 25 A au dessus du niveau de la membrane
(Noto & Cornelissen, 2008 ; Noinaj et al., 2012a). Des études réalisées sur des
mutants montrent qu’un grand nombre de résidus présents dans les boucles, dans le
domaine bouchon ou au niveau du tonneau f3, sont essentiels pour lier la transferrine
mais également pour la translocation du fer (Noinaj et al., 2012b). Une hélice au
niveau de la boucle L3 est impliqguée dans la dissociation du complexe
transferrine-fer, en venant s’insérer dans la fente du lobe C de la Tf. Cette insertion
permet a la Leu-359 de TbpA d’interagir avec I'Asp-634 de la Tf et de briser
l'interaction de charge entre les résidus Lys-534 et Arg-632 de la Tf (Figure 35C).
La longue boucle du domaine bouchon vient également interagir avec la surface de
la Tf. Ces deux interactions permettent d’ouvrir la structure du lobe C de la Tf de 24°,
pouvant alors libérer 'atome de fer. Ensuite, la translocation du fer au travers de

TbpA met en jeu une séquence conservée EIEYE, au niveau du domaine bouchon,
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capable de coordiner le fer et de canaliser son passage de la chambre vers le

périplasme (Figure 35D) (Noinaj et al., 2012a).

Figure 35 : Acquisition du fer de la transferrine via le complexe TbpA-TbpB

(A) Représentation de la structure du transporteur TbpA en complexe avec la transferrine (PDB 3V89).
Le tonneau B, composé de longues boucles extracellulaire, est représenté en rouge avec en vert
I’'hélice de la boucle L3 et le domaine bouchon en bleu. La transferrine est représentée en cyan.
(B) Représentation du complexe TbpA-TbpB-Tf. Chacune des protéines est représentée en surface et
les fleches indiquent les zones d’interactions entre TbpA et TbpB, le cercle pointillé indique la position
de la chambre créée lors de la formation de ce complexe (Noinaj et al., 2012b). (C) L’interaction entre
la Lys-359 de la boucle L3 de TbpA et I'Asp-634 de la transferrine permet de libérer l'interaction de
charges des résidus Lys-534 et Arg-632 de la Tf (Noinaj et al., 2012a) et d’ouvrir la fente du
lobe C de la Tf. (D) La séquence conservée EIEYE de TbpA crée un passage au sein du tonneau qui
permet la translocation du fer vers le périplasme (Noinaj et al., 2012b).
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4.4.3 Transport du fer a travers la membrane cytoplasmique

Suite au transport du fer, la protéine de liaison périplasmique FbpA vient lier
'atome de Fer. Cette protéine de 37 kDa (Figure 36) posséde un lobe proche de
celui de la transferrine qui permet la coordination du fer (Parker Siburt et al., 2012).
Différentes études ont montrées que FbpA sous sa forme apo interagit avec le
transporteur TbpA (Siburt et al., 2009). Lorsque le domaine bouchon libére le fer a la
sortie du tonneau f, la proximité de FbpA facilite son transfert vers la protéine de
liaison spécifique. Dés lors que le complexe FbpA-Fe est formé, son affinité pour
TbpA diminue. FbpA-Fe traverse alors I'espace périplasmique pour s’associer a une
perméase FbpB qui appartient au transporteur ABC (Sebastian & Genco, 1999). Ce
transporteur FbpBC transporte le fer du périplasme vers le cytoplasme grace a
I'énergie fournie par I'hydrolyse de I'ATP au niveau de FbpC (Cornelissen &
Hollander, 2011).

Figure 36 : Représentation de la structure
de la protéine FbpA liée au fer

Représentation de la structure de la protéine
de liaison FbpA lié a un atome de fer, en rouge
(PDB 1D9Y).

4.5 Régulation de l'acquisition des systémes de transport

du fer

Précédemment nous avons vu que le fer est un élément essentiel pour la
croissance bactérienne. Pour acquérir et transporter le fer environnemental a
I'intérieur de la cellule, les bactéries ont développé des mécanismes sophistiqués.
Malgré tout, le fer peut étre toxique pour la cellule notamment lorsqu’il génére des
radicaux libres. Aucun mécanisme d’excrétion du fer a I'extérieur de la bactérie n'a
été identifie. Cependant une régulation de la concentration intracellulaire en fer est
mobilisée pour contrdler la synthése des protéines de transport et de stockage.
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4.5.1 La protéine Fur : un réqulateur néqgatif

L’expression de la majorité des génes impliqués dans le contrdle de la
concentration en fer chez la bactérie est régulée par un répresseur Fur (Ferric
Uptake Regulator). Cette protéine a été identifiee chez E. coli (Bagg & Neilands,
1987). Elle est composée d'un domaine de liaison a '’ADN (N-terminal) et d'un
domaine de dimérisation (en C-terminal) (Figure 37A). Le domaine de dimérisation
contient deux cystéines conservées qui permettent de lier les ions métalliques,
comme le Zn®* qui est nécessaire pour I'activité de la protéine Fur (Jacquamet et al.,
1998 ; Lee & Helmann, 2007). La protéine Fur posséde un site de fixation pour le
Fe?*, qui permet ensuite au dimére de se lier sur une séquence nucléotidique
spécifique appelée boite Fur. Cette liaison engendre la répression de I'expression
d’'une multitude de génes (Butcher et al., 2012 ; Katigbak & Zang, 2012).

Lorsqu’une concentration élevée en fer est atteinte dans le cytoplasme de la
bactérie, Fur s’associe aux ions Fe?* induisant un changement de conformation de la
protéine et son association sous forme de dimére. Un dimére s’associe de chaque
coté de la double hélice d’ADN (Lee & Helmann, 2007 ; Lavrrar & Mclntosh, 2003), il
se fixe avec une forte affinité sur la boite Fur, réprimant alors I'expression des génes
qui régulent 'homéostasie du fer. La boite Fur est une séquence nucléotidique
palindromique trés conservée (Figure 37B) chez un grand nombre d'espéces. A
linverse, dans des conditions de carence en fer, la protéine reste sous forme
monomerique libre et inactive. La polymérase peut alors initier la transcription et
I'expression des génes impliqués dans I'acquisition ou le stockage du fer.

De nombreuses études montrent que la séquence de la protéine Fur est trés
conserveée suggérant un mécanisme identique chez de nombreux micro-organismes.
On retrouve ce type de régulation dans les voies d’acquisition du fer a partir de
I'néme (Tong & Guo, 2009), des sidérophores, de la transferrine ou de la lactoferrine
(Thomas & Sparling, 1996 ; Cornelissen & Hollander, 2011). Ce dispositif peut
réguler plusieurs fonctions vitales impliquées dans I'homéostasie de différents
métaux, dans la biogenése des membranes et des flagelles ou encore dans la

conversion et la production d’énergie (Butcher et al., 2012).
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Figure 37 : Représentation de la structure de la protéine Fur et de sa liaison a ’ADN

Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine Fur de P. aeruginosa (PDB 1MZB) liant
deux ions métalliques (sphére grise). Les sous-unités de liaison a 'ADN et de dimérisation de la
protéine sont représentées en bleu et jaune, respectivement (A). En présence de fer, la protéine Fur
sous forme de dimere vient se lier sur une séquence nucléotidique spécifique, nommée boite Fur et
réprime I'expression génique (B) (adaptée de (Lee & Helmann, 2007)).

4.5.2 Reéqulation positive par les facteurs ECF

En parallele de la répression par le systéeme Fur, une régulation positive du
transport du fer s’effectue grace au domaine de signalisation des TBDT. La
transcription est induite au niveau de la surface de la cellule et un signal est transmis
jusqu’au cytoplasme par un meécanisme impliquant le TBDT, un facteur sigma
régulateur de la membrane interne (appelé aussi facteur anti-sigma) et un facteur
sigma cytoplasmique appartenant a la famille des ECF (ExtraCytoplasmic Function)
(Braun, 1997 ; Schalk et al., 2004). Les facteurs sigma de la famille des ECF forment
un groupe de petits facteurs de transcription qui sont exprimés en réponse a des
facteurs environnementaux. lls sont présents chez un grand nombre de bactéries et
contrblent I'expression des génes associés a la virulence bactérienne, au transport
d’'ions métalliques, a la réponse au stress oxydatif, au choc osmotique ou a la
chaleur (Missiakas & Raina, 1998 ; Brooks & Buchanan, 2008).

L’interaction du ferri-sidérophore avec son TBDT induit un changement de
conformation au niveau du transporteur et particulierement au niveau du domaine de

signalisation. Celui-ci peut alors interagir avec un facteur sigma régulateur ancré
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dans la membrane interne. Un facteur sigma cytoplasmique se dissocie et celui-cCi
permet le recrutement de '’ARN polymérase qui initie la transcription des genes

impliqués dans le transport du fer (Figure 38).

Figure 38 : Schéma de la régulation positive du transport du fer

Représentation schématique du transport du fer et de la régulation positive par les facteurs sigma. Le
ferri-sidérophore est transporté dans le périplasme via son TBDT, grace a I'énergie fournie par le
systeme TonB. Un transporteur de type ABC couplé a une protéine périplasmique (PBP) permet
ensuite le passage du fer vers le cytoplasme. La liaison du ferri-sidérophore génére le changement de
conformation du domaine de signalisation du transporteur qui interagit avec le facteur sigma
régulateur. Celui-ci active alors avec facteur sigma capable de se fixer sur 'ARN polymérase et
d’induire la transcription des genes impliqués dans le transport du fer.

Chez E. coli, le systtme d’acquisition fec est induit par la liaison du citrate
ferrique. Dans ce cas le transporteur de la membrane externe est FecA. Des
expériences de double hybride ont permis d’identifier le facteur anti-sigma FecR qui
interagit avec le TBDT au niveau du périplasme. FecR permet ensuite le recrutement
d’un facteur sigma Fecl au niveau du cytoplasme qui peut induire la transcription de
'opéron fec par 'ARN polymérase (Braun, 1997 ; Brooks & Buchanan, 2008). Chez
P. aeruginosa, la liaison de la ferri-pyoverdine sur le transporteur FpvA engendre la
transduction d’un signal qui met en jeu le facteur anti-sigma FpvR. Ce systéme a la

particularité de posséder deux facteurs sigma: Fpvl et PvdS (Visca et al., 2002 ;
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Beare et al., 2003). Dans ce systéme, Fpvl mobilise 'ARN polymérase qui va induire
la transcription de fpvA, alors que PvdS va initier la transcription de génes
nécessaire a la production du sidérophore pyoverdine. Chez S. marescens, deux
génes ont été identifiés devant I'opéron has. lls codent pour un facteur sigma Hasl et
un facteur anti-sigma régulateur HasS, de la membrane interne (Tong & Guo, 2009).

5 Le transport du fer chez Pseudomonas aeruginosa

L’'organisme modele du laboratoire est Pseudomonas aeruginosa. Cette
bactérie est un batonnet Gram-négatif, aérobie stricte et mobile grace a un flagelle
(Figure 39). Elle peut croitre sous forme planctonique et de biofilm.

Figure 39: P. aeruginosa observée par
microscopie électronique

La taille des bactéries est de 0,5 x 2 & 3 um.
(Image © James A. Sullivan)

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste responsable de 10 a 20% des
infections nosocomiales, et qui provoque des infections létales chez les patients
atteints de mucoviscidose et les patients immunodéprimés comme les grands brilés
ou les patients atteints de cancer.

Le génome de P. aeruginosa est I'un des plus grand génome bactérien avec
6,3 millions de paires de bases, contre 4,6 millions pour E. coli (Blattner et al., 1997).
Le séquencage du génome de la souche P. aeruginosa PAO1 en 2000 (Stover et al.,
2000) a permis de mettre en évidence la grande capacité métabolique de cette
souche et un grand nombre de génes impliqués dans différents systemes de
régulation et de transport de nutriments.

Au cours de l'infection, cette bactérie pathogéne produit un grand nombre de
facteurs de virulence (Pitt, 1986) essentiels a I'établissement et au maintien de
l'infection. Les sidérophores produit par P. aeruginosa sont également considérés
comme des facteurs de virulence. En effet, grace a leur forte affinité pour le fer, ils
sont capables d’extraire ce métal de la transferrine et de la lactoferrine de I'héte

(Lamont et al., 2009). Pour faire face a ses besoins en fer, P. aeruginosa synthétise
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et sécrete deux sidérophores majoritaires : la pyoverdine (Pvd) et la pyochéline (Pch).
Je détaille ici ces deux voies de transport afin de pouvoir discuter les résultats

obtenus lors de mon travail (présenté dans la Partie Il).

5.1 Lavoie pyoverdine

5.1.1 Les pyoverdines

Les pyoverdines (Pvd) forment une famille importante de sidérophores
(Chapitre 4.2.1) produit par 'ensemble des souches fluorecentes de Pseudomonas.
Les Pvd sont sécrétées dans le milieu extracellulaire dans des conditions de carence
en fer. Elles sont de couleur vert-jaune fluorescente. Leur implication dans les
mécanismes d’acquisition du fer a été mis en évidence en 1978 (Meyer & Abdallah,
1978 ; Meyer & Hornsperger, 1978), et la premiére structure d’une Pvd a été résolue
par RMN en 1981 (Teintze et al., 1981). Aujourd’hui plus de 60 analogues de la Pvd
ont été identifies (Meyer et al., 2008), elles sont toutes constituées de 3 parties :

- un chromophore dérivé de la quinoline (2,3-diamino-6,7-dihydroxyquinoline)
conservé chez 'ensemble des Pvd, responsable de la couleur et de la fluorescence
de la molécule (Meyer, 2000),

- une chaine latérale en position C3 du chromophore, constituée dans la
plupart des cas d’un diacide carboxylique ou de son amide correspondante,

- une chaine peptidique variable linéaire composée de 8 a 12 acides aminés,
en position C1 du chromophore. Cette chaine peptidique peut étre cyclique ou
partiellement cyclique (Visca et al., 2007).

Actuellement, dans le cas de P. aeruginosa, 4 groupes de pyoverdines ont été
identifiés qui difféerent au niveau de leur chaine peptidique. A chacune de ces Pvd est
associé un TBDT spécifique (Cornelis et al., 1989). Dans ce manuscrit, je parlerai
uniquement de la Pvd de type | associée au transporteur FpvAl, présent chez
P. aeruginosa PAO1, dont le mécanisme moléculaire a été le plus largement étudié.
Cette pyoverdine se compose d’'un chromophore lié a un octapeptide partiellement
cyclisé et a une chaine latérale variable (Figure 40) donnant 3 isoformes. La forme
majoritaire trouvée dans les cellules planctoniques contient un acide succinique et a

une masse de 1333 Da. La chélation du fer se fait avec une stoechiométrie 1:1 via le
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cathécol et les deux hydroxamates avec une constante d’association de 10% M
(Albrecht-Gary et al., 1994).
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Figure 40 : Structure de la pyoverdine produite par P. aeruginosa (PAO1)

La pyoverdine est composée d’un chromophore en vert, d’une chaine peptidique de 8 acides aminés
représentée en bleu et noir, et d’une chaine latérale R qui peut étre soit un acide succinique, un
succinamide ou un acide a-cétoglutarique (en noir). Les atomes impliqués dans la liaison du fer sont
représentés en rouge.

5.1.2 Biosynthese et sécrétion de la pyoverdine

L’ensemble des génes impliqués dans la biosynthése, la sécrétion de la
pyoverdine et I'acquisition du fer par la pyoverdine est localisé sur le « locus Pvd ».
Comme un grand nombre de sidérophore, la Pvd est synthétisée par un systéme
impliquant des peptides synthétases non ribosomiques (NRPS). Cette biosynthése
débute dans le cytoplasme et se termine dans le périplasme. Elle implique la
formation d’un précurseur non fluorescent par les NRPS : PvdL, Pvdl, PvdJ et PvdD.
Le premier module de 'enzyme PvdL couple une chaine grasse a un résidu L-Glu du
précurseur de la Pvd (Gulick & Drake, 2011 ; Hannauer et al., 2012b; Schalk &
Guillon, 2012b). Cette chaine grasse correspond a un acide myristique ou

myristoléique qui permet l'ancrage du précurseur au niveau de la membrane
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cytoplasmique. A ces NRPS s’ajoutent des enzymes auxiliaires qui catalysent des
réactions intermédiaires : PvdH, PvdA et PvdF (Figure 41a) (Visca et al.,, 2007 ;
Schalk & Guillon, 2012b). Le précurseur de la Pvd contenant la chaine grasse passe
dans le périplasme via un transporteur ABC, PvdE. La maturation du précurseur a
lieu au niveau du périplasme et la formation du chromophore de la Pvd implique les
enzymes PvdNOPQ, ou PvdQ retire la chaine grasse du précurseur (Figure 41b)
(Visca et al., 2007 ; Yeterian et al., 2010, Gulick & Drake 2011 ; Schalk & Guillon,
2012b). La pyoverdine synthétisée est alors sécrétée dans le milieu extracellulaire

grace a une pompe a efflux PvdRT-OpmQ (Hannauer et al., 2010b).

Figure 41 : Schéma de la voie de biosynthése de la pyoverdine chez P. aeruginosa

Schéma de la voie de biosynthese de la Pvd par les NRPS et les enzymes PvdH, PvdF et PvdA, au
niveau du cytoplasme. Chaque NRPS est découpé en plusieurs sous-domaines M1 a M4 (catalysant
des réactions d’adénylation, de ligation, de thiolation ou d’épimérisation). Le précurseur non
fluorescent passe dans le compartiment périplasmique grdce au transporteur ABC, PvdE. La
maturation du chromophore a lieu au niveau du périplasme, grace aux enzymes PvdNOPQ. La
pyoverdine néosynthétisée est ensuite excrétée dans le milieu extracellulaire via la pompe a efflux
PvdRT-OpmQ (Schalk & Guillon, 2012b).
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5.1.3 Transport du fer par la pyoverdine

Une fois dans le milieu extracellulaire, la Pvd chélate le fer avec une trés forte
affinité et le transporte vers le périplasme de la bactérie grace a un transporteur
membranaire spécifique FpvA appartenant a la famille des TBDT (Poole et al., 1993).
FpvA reconnait spécifiquement le complexe Pvd-Fe et le transporte vers le
périplasme. Les structures de FpvA-Pvd et FpvA-Pvd-Fe ont été résolues par
cristallographie, au sein du laboratoire (figure 42) (Wirth et al., 2007 ; Cobessi et al.,
2005b). La structure de la forme apo du récepteur a été résolue lors de ce projet

(Brillet et al., 2007), elle sera présentée et discutée dans la Partie Il - Chapitre 1.

Figure 42 : Représentation de la structure de FpvA-Pvd et FpvA-Pvd-Fe

Structure du transporteur FpvA en complexe avec la Pvd (PDB 1XKH) (A) et en complexe avec
Pvd-Fe (PDB 2IAH) (B). Le tonneau est représenté en vert, le bouchon en orange. Le domaine de
signalisation en bleu n’est visible qu’au niveau de la structure de FpvA-Pvd-Fe. La Pvd et le complexe
Pvd-Fe sont représentés en spheres de van der Waals. La boite TonB n’est pas visible sur ces deux
structures.

FpvA adopte le repliement classique des TBDT. La séquence signal en
position N-terminale (résidus 1-43) est suivie du domaine de signalisation (résidus
44-138), du domaine bouchon (résidus 139-276) et du tonneau 3 composés de 539
résidus (Figure 42). Le tonneau est composé de 22 brins  transmembranaires
antiparalleles connectés par onze longues boucles extracellulaires (3 a 33 résidus) et
dix coudes courts périplasmiques (3 a 10 résidus). Le domaine bouchon vient fermer
le pore du tonneau et il est composé de 6 brins p connectés par des hélices a. Le
domaine de signalisation localisé au niveau du périplasme est composé de deux

hélices a prises en « sandwich » entre deux feuillets . On trouve ensuite une boucle
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de connexion (résidus 119-138) contenant la boite TonB responsable de l'interaction
avec la partie C-terminale de la protéine TonB (Cobessi et al., 2005b ; Wirth et al.,
2007). La mutation ou la délétion du domaine de signalisation affecte la production
de Pvd mais n’a pas d’effet délétére sur le transport du complexe Pvd-Fe (James et
al., 2005 ; Shen et al., 2002).

Le site de liaison de la ferri-pyoverdine est localisé au niveau de la face
extracellulaire du transporteur. |l est principalement constitué d’acides aminés
aromatiques (6 Tyr, 3 Trp) appartenant au bouchon et au tonneau (Figure 43)
(Schalk et al., 2009 ; Nader et al., 2007 ; Wirth et al., 2007 ; Shen et al., 2005).
L’affinitt de FpvA pour le complexe Pvd-Fe est de 0,5 nM et est énergie
indépendante (Clement et al.,, 2004). Les structures de FpvA en complexe avec
différentes Pvd ont montré un changement de conformation au niveau de la boucle
L7 (Greenwald et al., 2009), amenant les résidus Trp-599 et Tyr-600 vers le ferri-
sidérophore. Des expériences de mutagenése ont également mis en évidence
I'implication des boucles L4, L7 et L9 dans le transport de la Pvd-Fe (Nader et al.,
2007). Un mouvement important du domaine de signalisation a été mis en évidence
grace a la résolution de la structure de la forme vide du transporteur (Brillet et al.,

2007), et sera discuter dans la Partie Il.

o 0 ’f . ﬁYLo" Figure 43 : Schéma des interactions entre
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o \ o . . . P .
Y\/‘Lm dans linteraction avec les différentes parties

Asn206 " o " v Giy230 de la pyoverdine (Schalk et al. 2009).

Ce site peut lier plusieurs Pvd analogues produites par différentes souches
de P. aeruginosa (Greenwald et al., 2009 ; Schons et al., 2005). Le transporteur
FpvA peut également lier et transporter d’autres complexe pyoverdine-métal, ensuite
la pompe a efflux PvdRT-OpmQ prend le relai pour réexcréter les métaux
indésirables dans le milieu extracellulaire (Braud et al., 2009 ; Schalk et al., 2011 ;

Hannauer et al., 2012a). Comme pour I'ensemble des TBDT, le mécanisme
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moléculaire de translocation du complexe Pvd-Fe a travers FpvA n’a pas encore été
élucidé.

Dans la voie pyoverdine, le complexe Pvd-Fe est dissocié par réduction du fer
au niveau du périplasme (Schalk et al., 2002 ; Greenwald et al., 2007 ; Hannauer et
al., 2012a). Un alignement de séquence montre qu'une protéine de I'opéron
PA2403-PA2404-PA2405-PA2406 présente des homologies de séquence avec les
cytochromes b561, impliqués dans le transfert d'électrons dans les cellules
eucaryotes. La délétion du géne PA2403 inhibe totalement la dissociation du
complexe Pvd-Fe chez P. aeruginosa (résultats de I'équipe, non publiés). Les 4
génes de cet opéron codent pour des protéines de membrane interne, nommeées
FpvGHJK, suggérant que cette dissociation se déroule dans le périplasme a
proximité de la membrane interne (Figure 44).

Le passage du ferri-sidérophore au niveau de la membrane interne des
bactéries Gram-négatives fait généralement intervenir un transporteur ABC
(Koster, 2001). Le mécanisme de passage du fer vers le cytoplasme n’a pas encore
été entierement identifie. Cependant, au niveau du locus Pvd, on trouve I'opéron
contenant les genes fpvCDEF. Un alignement de séquence montre que les protéines
FpvC et FpvF correspondent a des protéines périplasmiques, dont le réle sera
discuté dans la Partie I, chapitre 3. FpvD et FpvE correspondent respectivement aux
domaines ATPases et perméases d’un transporteur ABC qui pourraient assurer le
transport du fer ferreux au travers de la membrane interne (Figure 44).

5.1.4 Réqulation de I'acquisition du fer par la voie pyoverdine

La régulation de I'expression des génes de la voie pyoverdine se fait par la
Pvd-Fe. Cette régulation implique une transduction de signal entre le transporteur
FpvA localisé a la membrane externe et les facteurs sigma cytoplasmiques PvdS et
Fpvl. Cette signalisation passe par l'intermédiaire du facteur anti-sigma FpvR. En
préesence de Pvd-Fe, FpvA interagit avec FpvR grace a un changement
conformationnel du domaine de signalisation (Brillet et al., 2007 ; Schalk et al., 2009).
Cette interaction engendre la libération de deux facteurs sigma PvdS et Fpvl qui
activent I'expression de génes associés. Fpvl engendre la transcription du géne fpvA
et PvdS active les génes codants pour les enzymes impliquées dans la biosynthése
de la Pvd (Figure 44) (Beare et al., 2003 ; Redly & Poole, 2003 ; Redly & Poole,
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2005). Dans, la cellule, lorsque la concentration en fer ferreux est trop importante, le
Fe?* se fixe a la protéine Fur. Le complexe formé se fixe sur les sites spécifiques
appelés « boites Fur » présents au niveau du promoteur des génes régulés par le fer
dans le génome de P. aeruginosa. Ainsi la transcription des génes cibles est bloquée
(Figure 44) (Escolar et al., 1999 ; Butcher et al., 2012).
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Figure 44 : Schéma global de la voie pyoverdine chez P. aeruginosa

La syntheése de la pyoverdine est initiée dans le cytoplasme et débute par la synthese d’un précuseur
par les NRPS. Ce précurseur est exporté vers le périplasme par un transporteur ABC, PvdE. Dans le
périplasme, les enzymes PvdNOPQ assurent la maturation du précurseur afin d’obtenir la pyoverdine.
La Pvd est ensuite sécrétée dans le milieu extracellulaire via la pompe a efflux PvdRT-OpmQ. Une
fois dans le milieu extracellulaire, la Pvd chélate le fer. Le complexe Pvd-Fe ainsi formé est reconnu
par un TBDT spécifique de la membrane externe, FpvA (PDB 2IAH). La fixation du complexe sur le
transporteur engendre des changements conformationnels permettant a FpvA d’interagir avec TonB et
avec FpvR. Ce mouvement a été mis en évidence lors de ce travail. La translocation de la Pvd-Fe au
travers du transporteur vers le périplasme nécessite un apport énergétique fourni par le complexe
TonB-ExbB-ExbD, de la membrane interne. L’interaction avec FpvR permet la libération de deux
facteurs sigma PvdS et Fpvl qui activent I'expression des génes de biosynthése de la Pvd et du
transporteur FpvA. Dans le périplasme, le complexe Pvd-Fe est pris en charge par les protéines
périplasmiques FpvC et FpvF. Cette interaction a été mise en évidence lors de ce travail. Le complexe
serait ensuite dissocié par réduction du Fe** en Fe®". Cette réduction pourrait s’effectuer grace a une
ou plusieurs protéines du complexe FpvGHJK de la membrane interne. Le fer ferreux est ensuite
transporté vers le périplasme grace au transporteur ABC FpvDE. En cas de surcharge en fer, la
protéine Fur fixe le Fe*, dimérise et se lie a 'ADN afin de réprimer les genes impliqués dans le
transport du fer. Aprés dissociation, la Pvd est recyclée vers le milieu extracellulaire via la pompe a
efflux PvdRT-OpmQ.
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5.2 Lavoie pyochéline

5.2.1 La pyochéline

La pyochéline, Pch, est un sidérophore produit et sécrété par P. aeruginosa. |l
est produit en plus faible quantité que la Pvd et présente une affinité plus faible pour
le fer: 10" M™ (Brandel et al., 2012). La Pch est un sidérophore dérivé de la
thiazolidine [2(2-o-hydroxyphényl-2-thyazolin-4-yl)-3-méthylthiazolidine-4-carboxylic
acid] (Cox et al., 1981). Cette molécule a la particularité de posséder trois centres
chiraux en position C4’, C2” et C4”. P. aeruginosa produit deux diastéréoisomeres
Pchl et Pchll (Figure 45). La Pch est capable de chélater le fer avec une
stoechiometrie 2:1 (Pcha:Fe) (Tseng et al., 2006), et comme la Pvd, elle est capable
de chélater d’autres métaux comme le molybdéne, le cobalt, le cuivre, le manganése,

le nickel ou le zinc (Braud et al., 2009b).
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Figure 45 : Structures des diastéréoisoméres de la pyochéline produits par P. aeruginosa

Les atomes en rouge interviennent dans la chélation du fer. Les atomes de carbones marqués
d’une * représentent les trois centres chiraux.

5.2.2 Biosynthése de la pyochéline

La biosynthese de la pyochéline (Pch) est effectuée au niveau du périplasme
par des NRPS. L’ensemble des génes de biosynthése est regroupé sur un méme
locus en deux opérons : pchDCBA et pchEFGHI (Figure 46).

P aeruginosaPAO1

. 00 N ———
pchABC D anR pchE G H / fprA BC X

Figure 46 : Représentation schématique du locus pyochéline chez P. aeruginosa

Les génes impliqués dans la biosynthése de la pyochéline sont représentés en noir, le gene pchR
impliqué dans la régulation en blanc. Les genes impliqués dans le transport de la Pch sont
représentés en gris foncé et les genes pchHI, codant pour un transporteur ABC, en gris clair (Youard
etal, 2011).
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La pyochéline est issue de I'assemblage de deux cystéines, d’'une molécule
de salycilate et d’'un groupement méthyle. Les enzymes PchA et PchB permettent la
synthése du salycilate a partir du chorismate. PchD active ensuite le salycilate
permettant son interaction avec PchE et la condensation avec la premiére cystéine.
L’ajout de la seconde cystéine est réalisé par PchF. La synthése s’achéve par la
réduction de la double liaison de la 2-hydroxyphényl-bisthiazolinyl-S-PchF par PchG
et aboutit a la formation de pyochéline (Figure 47) (Youard et al., 2011 ; Reimmann
etal., 2001).

L-cyst HG
_ PchA -t PchB o -Cysteine ‘\ L-cysteine k \ COOH
chorismaie ——=* salicyiate ‘\
chorismate” PchDE ;é) PchFG %/ T

pyruvate A configuration!
R configuration!
Pch | (4'R,2"R, 4"R)
PchE

Figure 47 : Schéma la synthése la pyochéline

Mécanisme de synthése de la pyochéline chez P. aeruginosa a partir du chorismate et de la
condensation avec deux cystéines (Youard et al., 2011).

Au niveau du locus Pch, trois génes ne semblent pas essentiels a la
biosynthése de la Pch : pchC, pchH et pchl. Les protéines PchHI correspondent a un
transporteur ABC. En effet, la délétion de ces deux génes ne réduit pas la quantité
de Pch synthétisée (Youard et al., 2011 ; Reimmann et al., 2001). PchC appartient a
la famille des thioestérases et permettrait d’optimiser la synthése de Pch en éliminant
les substrats inappropriés liés aux protéines PchE et PchF (Youard et al., 2011 ;
Reimmann et al.,, 2004). Jusqu'a présent, le mécanisme de sécrétion de ce

sidérophore n’a pas été élucideé et les protéines impliquées n'ont pas été identifiées.

5.2.3 Transport du fer par la pyochéline

Apres sécrétion dans le milieu extracellulaire, la Pch chélate le fer et le
complexe formé est reconnu par son transporteur spécifique, FptA, appartenant a la
famille des TBDT. La structure de ce transporteur a été résolue au laboratoire en
2005 (Figure 48) (Cobessi et al., 2005a). Comme tous les membres de cette famille,
FptA se compose d’'un tonneau a 22 brins [ antiparalleles dont le pore est obstrué

par le domaine bouchon situé en position N-terminale, mais il ne posséde pas de
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domaine de signalisation. Au niveau de la structure cristallographique, le fer est
chélaté par une molécule de pyochéline tétradendate et la coordination du fer est
complétée par deux oxygénes provenant d’'une molécule d’éthyléne glycol (Figure
48C). Cet éthyléne glycol provient de la condition de cristallisation, ou il a été utilisé
comme cryoprotectant pour la congélation du cristal.

Figure 48 : Représentation de la structure du transporteur FptA-Pch-Fe

La structure de FptA a été résolue en complexe avec Pch-Fe (PDB 1XKW). Le transporteur se
compose d’un tonneau a 22 brins B antiparalléles (jaune) et d’un domaine bouchon (violet), en
position N-terminale, qui vient obstruer le tonneau (vue de face A, vue de dessus B). Le ferri-
siderophore est représenté en sphéeres de van der Waals. Dans la structure cristallographique, le fer
est chélaté par une molécule de Pch et un éthyléne glycol (EG), utilisé comme cryoprotectant pendant
la cristallisation (C). L’atome de fer est représenté en sphére de van der Waals (orange).

Le site de liaison du complexe Pch-Fe est essentiellement constitué de
résidus hydrophobes provenant du tonneau et du bouchon, ce qui permet la fixation
de ce sidérophore hydrophobe particulierement peu soluble dans l'eau. L'énergie
nécessaire a la translocation de la ferri-pyochéline au travers du transporteur FptA,
provient de la force proton motrice transmise par la machinerie TonB de la
membrane interne (Figure 49) (Hoegy et al, 2005). La pyochéline est un
sidérophore produit a la fois par P. aeruginosa et P. fluorescens et qui posséde trois
centres chiraux. Cependant, chacune des souches synthétise un des deux
énantiomeéres : P. aeruginosa produit la pyochéline et P. fluorescens synthétise
I'énantiopyochéline (EPch). Au laboratoire, différents travaux ont montrés la
specificité de liaison des transporteurs FptA (P. aeruginosa) et FetA (P. fluorescens)
pour ces deux énantioméres de la pyochéline (Hoegy et al., 2009). Cette particularité

sera discutée dans la Partie |l, avec la présentation de la structure du transporteur
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FetA (Brillet et al., 2011). Aprés son passage dans le périplasme, le transport du
complexe Pch-Fe vers le cytoplasme est probablement assuré par la perméase FptX
chez P. aeruginosa (Cuiv et al., 2004), et par un transporteur ABC FetCDE chez P.
fluorescens (Figure 49) (Youard et al., 2011). Une fois dans le cytoplasme, le

complexe est dissocié par un mécanisme inconnu a ce jour.

5.2.4 Réqulation de la voie pyochéline chez P. aeruginosa

Le transport du fer via la pyochéline est réprimé par la protéine Fur lorsqu’elle
est complexée avec du Fe** (Ochsner et al., 1995). Le complexe se lie alors sur les
boites Fur que I'on retrouve au niveau des promoteurs des opérons pchDCBA et
pchEFGHI (Youard et al., 2011). En condition de carence en fer, Fur se dissocie de
la boite Fur et permet I'expression des génes de la voie Pch (Figure 49).

L’expression optimale de la voie pyochéline nécessite I'activateur de
transcription PchR (Heinrichs & Poole, 1996 ; Heinrichs & Poole, 1993). La ferri-
pyochéline active PchR, permettant alors a ce régulateur de se fixer sur une
séquence nucléotidique de 32 paires de bases (boite PchR) au niveau des
promoteurs des opérons du locus Pch (Michel et al., 2005) ; en paralléle il réprime sa
propre expression (Figure 49) (Youard et al., 2011 ; Michel et al., 2005). La
régulation de la synthése de I'énantiopyochéline chez P. fluorescens dépend
également des protéines Fur et PchR (Youard et al., 2007 ; Youard & Reimmann,
2010).
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Milieu extracellulaire Fe

Pyochéline

Périplasme

Pyochéline <€———— NRPS
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Cytoplasme

Figure 49 : Schéma de la voie de biosynthése de la pyochéline chez P. aeruginosa

La synthése de la pyochéline est effectuée dans le cytoplasme par les NRPS. La Pch est ensuite
sécrétée vers le milieu extracellulaire par un mécanisme inconnu. Dans le milieu extracellulaire, la Pch
chélate le fer et le complexe formé est reconnu et transporté par FptA (PDB 1XKW), au niveau de la
membrane externe grace a l'énergie fournie par la machinerie TonB de la membrane interne. La
translocation du complexe au travers de la membrane cytoplasmique est assurée par la perméase
FptX. Une fois dans le cytoplasme le complexe Pch-Fe se lie a I'activateur de transcription PchR qui
va activer I'expression des genes de la voie Pch, en paralléle il va réprimer sa propre expression. Le
mécanisme de dissociation du ferri-sidérophore au niveau cytoplasmique est encore inconnu. Lors
d’une surcharge en fer, Fur lie le Fe* et réprime la voie Pch.
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Durant mon activité professionnelle, je me suis tout d’abord intéressé au
mécanisme de transport du fer via le transporteur de membrane externe FpvA, chez
P. aeruginosa. Malgré la publication des premieres structures de TBDT a la fin des
annees 90, les mécanismes de translocation des ligands au travers de cette famille
de protéine demeuraient inconnus. En 2005, Le premier objectif de mon travail avec
le Dr David COBESSI a été de résoudre la structure de la forme vide de ce
transporteur afin de la comparer aux deux structures connues FpvA-Pvd et
FpvA-Pvd-Fe, de comprendre comment s’effectue la translocation du ligand et les
changements de conformation impliqués.

Les projets d'études structurales de protéines membranaires restent
extremement délicats en raison des propriétés biophysicochimiques particuliéres de
ces protéines. Avec le Dr David COBESSI, nous avons donc cherché a développer
des méthodes robustes pour la production, la purification et la cristallisation des
protéines de la famille des TBDT. Une approche expérimentale pour le projet
d’études structurales et fonctionnelles de transporteurs TonB-dépendants, exprimés
chez les bactéries Gram-négatives a été développée dans ce contexte. Afin de
valider notre méthodologie, nous avons travaillé sur quatre transporteurs différents :
FauA exprimé chez Bordetella pertussis, ShuA exprimé chez Shigella Dysenteriae,
SuxA exprimé chez Xanthomonas campestris pv. campestris et FetA exprimé chez
Pseudomonas fluorescens. En septembre 2008, suite a mon affectation dans
'équipe du Dr Isabelle SCHALK, jai pu poursuire le projet d’étude structurale et
fonctionnelle du TBDT FetA en collaboration avec le Dr Cornelia REIMMANN a
I'Université de Lausanne et le Dr David COBESSI a I'Institut de Biologie Structurale
de Grenoble.

Enfin, ces deux derniéres années, je me suis intéressé a une nouvelle famille
de transporteur : les transporteurs ABC, et plus particulierement au transporteur
FpvCDEF. Ce dernier est impliqué dans I'acquisition du fer par le sidérophore Pvd
chez P. aeruginosa. J'ai étudié par des approches de biochimie et de spectrométrie
de masse en conditions natives la capacité des protéines FpvC et FpvF, associés a

ce transporteur, a interagir et a lier le sidérophore chargé ou non en métal.
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1 Etudes fonctionnelles et structurales du

transporteur FpvA de Pseudomonas aeruginosa

1.1  Contexte et objectifs du projet

Un des sidérophores majeurs produit par P. aeruginosa est la pyoverdine (Pvd)
et son TBDT associé est FpvA. Comprendre le mécanisme de transport du fer chez
cet organisme pathogéne peut permettre d’envisager des stratégies visant a bloquer
ou a deétourner ce processus avec un objectif thérapeutique a la clé. Dans le but
d’élucider les mécanismes moléculaires qui régissent les interactions
sidérophore/TBDT/TonB, des études structurales ont été menées sur le transporteur
FpvA. Au laboratoire, les structures des formes FpvA-Pvd et FpvA-Pvd-Fe ont été
résolues et publiées (Figure 50) (Cobessi et al., 2005b ; Wirth et al., 2007). Afin
d’identifier les modifications conformationnelles de ce transporteur, I'objectif était
d'obtenir la forme vide de FpvA afin de la comparer aux deux autres structures

existantes.
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Figure 50 : Représentation des structures de FpvA-Pvd et FpvA-Pvd-Fe

Structures des complexes FpvA-Pvd (PDB 1XKH) (A) et FpvA-Pvd-Fe (PDB 2IAH) (B). Pour chacune
des molécules, le domaine bouchon est représenté en orange et le tonneau (3 en vert. La molécule de
pyoverdine est représentée en spheres de van der Waals. Au niveau de la structure de FpvA-Pvd-Fe,
I'atome de fer est représenté sous forme de sphere en rouge, le domaine de signalisation en bleu. Au
niveau du complexe FpvA-Pvd, le domaine de signalisation n’est pas défini dans la densité
probablement en raison de sa flexibilité.

1.2 Approches expérimentales

Pour les études structurales, il est nécessaire de surproduire et de purifier la
protéine d’intérét avec un haut degré de pureté (>95%). Deux souches capables de
surproduire la protéine FpvA ont été utilisées pour cette étude. Une souche isolée
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déficiente dans la production de pyoverdine (CDC5, (Ankenbauer et al., 1986)) a été
utilisée pour purifier FpvA. Une deuxiéme souche PADO6 a été utilisée, présentant
une délétion pour une enzyme de la voie de biosyntheése de la pyoverdine : PvdA,
enzyme catalysant la formation de N°-hydroxyornithine & partir de I'ornithine (Takase
et al., 2000). La souche PADO6 a été transformée avec un plasmide de
surexpression du transporteur FpvA (pPVRZ2). Apres extraction et solubilisation du
récepteur grace a un détergent non ionique : le n-octyl polyoxyéthylene (OPOE), jai
purifié FpvA par une méthode en quatre étapes impliquant une colonne échangeuse
d’anions, un gradient de sucrose, une colonne de « chromatofocusing » et une gel
filtration. Ce protocole avait déja permis de purifier les formes FpvA-Pvd et
FpvA-Pvd-Fe avec un bon rendement et un niveau de pureté compatible avec les
expériences de cristallisation. Pour la purification de FpvA a partir de la souche
PADO6(pPVRZ2), jai complété avec une étape de chromatographie sur une colonne
échangeuse d’ions plus résolutive, de type MonoQ (GE Healthcare). Quand j’ai repris
cette étude, grace aux propriétés de fluorescence de la pyoverdine, jai effectué des
tests de FRET afin de vérifier que la protéine FpvA était purifiée sous sa forme apo.
En effet le recouvrement des spectres d’émission des résidus Trp et d’excitation de
la pyoverdine permet de visualiser un transfert de fluorescence (FRET)

correspondant a la fixation du ligand (Figure 51).
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Figure 51 : Propriétés spectrales de la pyoverdine

(A) Spectres d’émission de la pyoverdine aprés excitation a 400 nm. Le spectre de la Pvd (vert) et le
spectre du complexe Pvd-Fe (bleu) montre que la fixation du fer éteint la fluorescence du sidérophore.
Le spectre du complexe Pvd-Ga (rouge) engendre [l'augmentation du signal de fluorescence.
(B) Représentation du recouvrement de spectres entre les résidus Trp de FpvA et la Pvd. Pvd ou Pvad-
Ga possedent un maximum d’absorption a 380 nm (vert), I'émission des Trp apres excitation a 290
nm ont un maximum d’émission a 337 nm (rouge). Le recouvrement de ces deux spectres permet un
transfert de fluorescence (FRET) et une émission de fluorescence de la pyoverdine a 450 nm (bleu).
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Par la suite, j'ai réalisé un échange de tampon, par ultrafiltration, afin d’obtenir
la protéine dans deux détergents différents : le CgE4 et le CgEs (Bachem). Ces
détergents ont déja montré leur efficacité pour la cristallisation de FpvA-Pvd,

FpvA-Pvd-Fe et d’autres protéines membranaires a tonneau f.

Pour la recherche des conditions de cristallisation, j'ai utilisé quatre matrices
clairsemées : MbClass suite, MbClass Il suite, The Classics, The Classics suite
(Qiagen), les deux premieres étant deédiées a la cristallisation des protéines
membranaires. Pour ces expériences, j'ai utilisé la technique de diffusion de vapeur
en gouttes assises, sur des plaques 96 puits contenant 3 réservoirs. Cette approche
m’a permis de tester 1 536 conditions de cristallisation et a été réalisée grace a un
robot « Cartesian Honeybee », sur la plateforme de cristallisation du CEBGS, lllkirch.
J’ai isolé plusieurs conditions de cristallisation, et travaillé en optimisation manuelle
pour obtenir des cristaux de taille compatible (=100 um®) avec les expériences de

diffraction des rayons X.

1.3 Résultats

Les expériences de FRET réalisées sur la protéine purifiée a partir de la
souche CDC5 montre une fluorescence résiduelle (Figure  52A).
Par spectrofluorimétrie, jai observé un transfert de fluorescence entre les
tryptophanes du récepteur et un probable précurseur du sidérophore lié au site de
liaison du transporteur. J’'ai déchargé le récepteur en réalisant une incubation dans
un tampon acide (citrate pH 3,5). Cette étape a bien permis d’éliminer le précurseur
présent sur le récepteur, sans altérer sa capacité de fixation de son ligand. En effet,
la cinétique de FRET montre une fixation du complexe Pvd-Ga sur FpvA
(Figure 52B). Malheureusement ce traitement n’a pas permis d’obtenir des cristaux
de FpvA apo diffractant les rayons X.
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Figure 52 : Spectre d’émission de fluorescence de la protéine FpvA

Emission de fluorescence de la protéine FpvA purifiée a partir de la souche CDC5 apres excitation a
290 nm (A). En présence de Pvd-Fe, aucun FRET n’est observé (noir) alors que la forme apo émet un
signal a 450 nm correspondant a un probable précurseur de Pvd (rouge). Cinétique d’association de
Pvd-Ga sur la protéine FpvA (B). L'émission de fluorescence de Pvd-Ga (450 nm) est enregistrée au
cours du temps aprés excitation des Trp a 290 nm.

Grace au protocole de purification mis en place sur la souche PADOG, jai
purifié plusieurs milligrammes de protéines avec un rendement moyen de 1 mg par
litre de culture bactérienne. Dans ce cas, le contrdle par FRET a permis de confirmer
I'absence de pyoverdine liée au transporteur.

Le résultat des criblages pour la cristallogenése a permis d’identifier plusieurs
conditions de cristallisation dont : (i) MES (acide 2-(N-morpholino)ethanesulfonique)
0,1 M pH 6,5, Na;HPO4 1,5 M, (ii)) CH3CO2Na 0,1 M pH 4,6, PEG 4000 12% (m/v).
Une optimisation manuelle en plaques 24 puits m’a permis d’améliorer la qualité de

ces cristaux (Figure 53).

100 pm

Cristaux FpvA (5 mg/ml) en C.E, Cristaux FpvA (10 mg/ml) en C.E,
MES 0,1 M pH 6,5 Acétate Sodium 0,1 M pH 4,6
NaH,PO, 1,3 M PEG 4000 12%

K,S0O, 20 mM

Figure 53 : Cristaux de la forme vide du transporteur FpvA

Plusieurs dizaines de cristaux ont été congelés soit directement dans I'azote

liquide soit en utilisant des trempages dans différents cryoprotectants. Grace aux
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cristaux présentés sur la figure 53A, un jeu de donnée a 2,77 A a été collecté par le
Dr David COBESSI sur la ligne ID23-1 a 'TESRF de Grenoble.

La structure de FpvA-apo a été résolue, par le Dr David COBESSI, par
remplacement moléculaire en utilisant les coordonnées atomiques de FpvA-Pvd-Fe
(PDB 2IAH) (Wirth et al., 2007). L’analyse de la structure de FpvA sous sa forme
vide montre que ce récepteur adopte la conformation classique des TBDT : un
tonneau a 22 brins (3 anti-paralleles obstrué par un domaine bouchon (Figure 54A).
Le bouchon est connecté a un domaine de signalisation qui adopte une conformation
de type p-o-p, semblable a celui des transporteurs FecA ou PupA résolus par RMN
(Ferguson et al., 2007 ; Garcia-Herrero & Vogel, 2005). Dans le cristal, on observe
deux molécules dans l'unité asymétrique (A et B). La différence majeure entre ces
molécules est la position du domaine de signalisation, et I'absence de densité
électronique entre le bouchon et le domaine de signalisation de la molécule B. Cette
différence de position du domaine de signalisation résulte probablement de I'action
des composés présents dans la condition de cristallisation (1,3 M Na;HPOQO,), qui
peuvent déstabiliser les interactions faibles entre le domaine périplasmique et le
reste de la protéine. Dans la molécule A la structure de la boite TonB a été
entierement résolue, alors que sur la molécule B on n’observe pas de densité en
raison d’'une probable flexibilité de cette région. Au niveau de la molécule A, les trois
brins § du domaine de signalisation s’associent avec le brin § de la boite TonB pour
former un feuillet de quatre brins 3.

Deux liaisons hydrogéne sont observées entre les résidus de la boite TonB et
le feuillet p2 du domaine de signalisation impliquant respectivement les résidus
lle-132/Tyr-72 et Thr-133/GIn-60. La comparaison avec les structures de FpvA-Pvd

et FpvA-Pvd-Fe montre plusieurs changements de conformation (Figure 54B).
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Figure 54 : Représentation de la structure de FpvA vide

Structures de FpvA sous sa forme vide (A). La boite TonB, représentée en jaune, interagit avec un
feuillet § du domaine de signalisation du transporteur FpvA. La superposition de FpvA et FpvA-Pvd-Fe
(B) (PDB 2IAH) montre un mouvement du domaine de signalisation permettant la libération de la boite
TonB. Le domaine bouchon est représenté en orange et le tonneau B en vert. La molécule de
pyoverdine est représentée en sphéres de van der Waals, le domaine de signalisation en cyan pour
FpvA et en bleu pour FpvA-Pvd-Fe.

Au niveau du domaine bouchon, la boucle contenant les résidus Ser-224 a
Ala-233 se déplace pour interagir avec le sidérophore (Figure 3 de larticle), et
I’Arg-204 rompt sa liaison hydrogéne avec la Ser-232 pour venir interagir avec la Pvd
(Figure 55B). Au niveau de la boucle extracellulaire L3, on observe un déplacement
des résidus Gly-359 a Trp-362, permettant ainsi la fixation du siderophore. Le résidu
Trp-362 interagit alors avec la Pvd (Figure 55A). Si on compare a la structure de
FpvA-Pvd-Fe le mouvement le plus important concerne le domaine de signalisation.
En présence de Pvd-Fe, le domaine de signalisation se déplace et libére la boite
TonB permettant alors [linteraction avec la protéine TonB, nécessaire a la
translocation de la pyoverdine (Figure 4, publication n°9).
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Figure 55 : Superposition des structures de FpvA et FpvA-Pvd-Fe

La superposition des structures de FpvA (PDB 205P) et FpvA-Pvd-Fe (PDB 2IAH) montre un
déplacement des résidus de la boucle extracellulaire L3, notamment du Trp-362 qui vient interagir
avec le complexe Pvd-Fe, représenté en batonnets (A). On observe également qu’en présence du
ligand I'’Arg-204 change d’orientation et pointe vers le complexe Pvd-Fe (B). Les résidus Trp-362 et
Arg-204 sont représentés en jaune pour FpvA et en rouge pour FpvA-Pvd-Fe. L’atome de fer est
représenté en sphére de van der Waals orange.

1.4 Conclusion

Mon travail a permis de résoudre la structure du transporteur FpvA, sous sa
forme vide, et de comparer cette structure avec celles des complexes FpvA-Pvd et
FpvA-Pvd-Fe. Le transport de petites molécules au travers de la membrane externe
des bactéries Gram-négatives par les TBDT est énergie-dépendant. L’'observation
des structures des complexes FhuA-TonB ou BtuB-TonB montre que ce transport
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implique une interaction directe entre une courte séquence de la partie N-terminale
du récepteur (boite TonB) et la protéine TonB localisée dans la membrane interne.
L’analyse et la comparaison des différentes structures de FpvA montre que, pour le
récepteur vide, les résidus de la boite TonB sont sous forme d’un brin § qui interagit
avec trois feuillets B du domaine de signalisation du transporteur empéchant ainsi
son interaction avec les trois feuillets  de la protéine TonB. Pour que FpvA puisse
interagir avec TonB, il est nécessaire d’avoir un mouvement et un mécanisme
d’échange de brins , ce qui est compatible avec les analyses et les comparaisons
des structures des différentes formes du transporteur FpvA. Ce n’est qu’au niveau de
FpvA-Pvd-Fe que la position du domaine de signalisation autorise une interaction de
la boite TonB avec la protéine TonB d’une part, et du domaine de signalisation avec
le régulateur FpvR d’autre part. Ces résultats montrent que différents changements
de conformation ont lieu afin de permettre le transport du ferri-sidérophore et
I'activation de la cascade de signalisation. Ces travaux ont été publiés en 2007 dans
le journal Structure (Publication n°9, (Brillet et al., 2007)) et la structure a été
déposée dans la base de données PDB sous le code 205P. Un article publié
récemment sur le transporteur FecA (Mokdad et al., 2012) montre également le
mouvement de ce domaine de signalisation aprés fixation du complexe citrate-Fe.
L’ajout de la partie périplasmique de la protéine TonB génére également un
mouvement de rotation de ce domaine favorisant la libération de la boite TonB et
l'interaction avec le facteur régulateur FecR. Ces différents mouvements permettent
la régulation de la transcription des génes impliqués dans le transport du fer (Mokdad
et al., 2012).
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SUMMARY

Transport of molecules larger than 600 Da
across the outer membrane involves TonB-
dependent receptors and TonB-ExbB-ExbD of
the inner membrane. The transport is energy
consuming, and involves direct interactions be-
tween a short N-terminal sequence of receptor,
called the TonB box, and TonB. We solved the
structure of the ferric pyoverdine (Pvd-Fe) outer
membrane receptor FpvA from Pseudomonas
aeruginosa in its apo form. Structure analyses
show that residues of the TonB box are in a
B strand which interacts through a mixed four-
stranded B sheet with the periplasmic signal-
ing domain involved in interactions with an
inner membrane sigma regulator. In this con-
formation, the TonB box cannot form a four-
stranded B sheet with TonB. The FhuA-TonB
or BtuB-TonB structures show that the TonB-
FpvA interactions require a conformational
change which involves a B strand lock-ex-
change mechanism. This mechanism is com-
patible with movements of the periplasmic do-
main deduced from crystallographic analyses
of FpvA, FpvA-Pvd, and FpvA-Pvd-Fe.

INTRODUCTION

Iron is an essential element for most living organisms
(Posey and Gherardini, 2000) and necessary for the viru-
lence of pathogenic Gram-negative bacteria. Although
iron is one of the most abundant elements on earth, its bio-
availability is very poor (Neilands, 1995): under aerobic
conditions or at physiological pH, it precipitates to form
insoluble iron oxy-hydroxide complexes. Its free concen-
tration in biological fluids is very low (107" M), and less
than that required for bacterial growth (10~ M to 1078 M)
(Stintzi et al., 2000). Under iron-limiting conditions, most
bacteria synthesize and secrete iron chelators, called
siderophores, which bind iron (lll) and make it available

for the cell (Ferguson and Deisenhofer, 2002). During infec-
tion, these iron siderophores, which are small molecules
(MW 350-1500 Da), compete with iron storage proteins
for iron. Iron siderophores, and other molecules larger
than 600 Da such as vitamin B12, do not diffuse through
the outer membrane passively and do not use nonspecific
or substrate-specific porins for entry. Metal siderophores
are transported by TonB-dependent receptors (Ferguson
and Deisenhofer, 2002, 2004) using an energy-consuming
mechanism involving interactions between the TonB box
of the receptor and TonB of the TonB-ExbB-ExbD com-
plexlocated in the inner membrane. In the crystal structure
of two siderophore receptors (FhuA and BtuB) interacting
with the C-terminal domain of TonB (Pro153-Asn233 in
BtuB-TonB or Arg158-Thr235 in FhuA-TonB), the TonB
box is folded into a B strand and interacts with the mixed
three-stranded B sheet of the TonB periplasmic part,
thereby forming a mixed four-stranded B sheet (Pawelek
et al., 2006; Shultis et al., 2006).

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human
pathogen which infects injured, immunodeficient, or oth-
erwise compromised patients. Under iron-limiting condi-
tions, the bacterium secretes a major siderophore, pyo-
verdine (Pvd) (Poole and McKay, 2003). Pvd contributes
to infection by competing with transferrin for iron, and
thereby overcomes the iron-withholding mechanism
present in mammals. The pyoverdine receptor, FpVvA, is
embedded in the outer membrane in a complex with Pvd
(Schalk et al., 1999). FpvA belongs to the TonB-transducer
family. Members of this family are TonB-dependent trans-
porters with a signaling domain, upstream from the TonB
box, which interacts with a sigma regulator of the inner
membrane (Koebnik, 2005), called FpvR in P. aeruginosa.
These transducers are able to regulate their own synthesis
as well as that of their cognate siderophore, and this reg-
ulation depends solely on ferric siderophore binding
(Braun et al., 2003; Schalk et al., 2004). The three-dimen-
sional structures of the outer membrane transducer
FecA from Escherichia coli (Ferguson et al., 2002; Yue
et al., 2003) and FpvA from P. aeruginosa (Cobessi et al.,
2005a) have now been solved. Structural studies of
FpvA-Pvd-Fe are the only source so far of structural
data on interactions of the signaling domain folded with
the rest of the receptor (Wirth et al., 2007). In this structure,
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Table 1. X-Ray Data Statistics

Table 2. Refinement and Model Statistics

Wavelength (A) 0.97565

Resolution (A) 47.14-2.77 (2.92-2.77)

Space group c2

Cell parameters (A) 189.88, 128.78, 139.15,
B = 130.55°

Total reflections 248,120 (20,956)

Unique reflections 63,018 (7,865)

Completeness (%) 97.5 (83.7)

/ol 13.7 2.7)
Reym (%) 8.0 (39.1)

Values in parentheses correspond to the statistics in the
highest-resolution shell.

#Rsym = 22 |li — Im|/>->"li, where |; is the intensity of the mea-
sured reflection and I, is the mean intensity of this reflection.

the TonB box was not observed in the electron density,
and the loop of 20 residues connecting the signaling
domain to the membrane part of the protein was also
not found. The fold of the FpvA signaling domain is similar
to those of FecA (Garcia-Herrero and Vogel, 2005; Wirth
et al., 2007) and PupA from Pseudomonas putida (Fergu-
son et al., 2007) solved by NMR.

We report here the full-length crystal structure of a trans-
ducer where residues of the TonB box are in a B strand
which forms a mixed four-stranded  sheet with the
three-stranded f sheet of the signaling domain. In this con-
formation, the residues of TonB are buried between the
signaling domain and the plug and barrel and cannot inter-
act with TonB through a four-stranded B sheet. Interac-
tions between TonB and the TonB box require structural
changes of the receptor involving displacement of the sig-
naling domain in the periplasm. This mechanism is strongly
supported by structural comparisons and modeling based
on the FhuA-TonB and BtuB-TonB structures.

RESULTS

Structural Differences in the Asymmetric Unit
Reveal Structural Plasticity of FpvA

FpvA was crystallized in a solution containing between 1.3
and 1.4 M Na,HPO,4 and 0.1 M MES (pH 6.5) in space
group C2 (Table 1). Two molecules are in the asymmetric
unit. The membrane part is involved in the intermolecular
contacts in the asymmetric unit and the crystals are type
Il membrane protein crystals. The overall folding of the
protein is consistent with the classical fold of TonB-
dependent transducers: a 22 B-stranded barrel of which
the lumen is occluded by the plug domain connected to
the periplasmic signaling domain which displays a B-a-f
fold (Wirth et al., 2007). The pH of the crystallization solu-
tion is 5.6 and several mono-anionic phosphate ions
(Table 2) bound to glutamate carboxylate groups were
identified in the F, — F. electron density map.

Resolution range (A) 30.47-2.77 (2.84-2.77)

Number of reflections 56,582 (3,041)

used for Reryst calculation

Number of reflections 3,195 (184)
used for Ry calculation
Data cutoff F/of 0.0
Reryst Value (%)? 20.77 (29.9)
Rfree Value (%) 24.72 (33.0)
Number of nonhydrogen 12,110
protein atoms
Number of phosphate ions 10
Mean B factors, . 39.87
protein main-chain atoms (A%
Mean B factors, . 40.88
protein side-chain atoms (A%
Ramachandran plot
Residues in most 87.7
favored regions (%)
Residues in additionally 11.4
allowed regions (%)
Residues in generously 0.8
allowed regions (%)
Residues in disallowed 0.0

regions (%)

Rms differences from ideal geometry
Bond length (A) 0.011
Bond angle (°) 1.388

Values in parentheses correspond to the statistics in the
highest-resolution shell.

@ I:‘cryst = ZHFobsl - ‘Fcalc‘ ‘/Z‘Fobs‘- Riree (Brungera 1992) is the
same as Rqnyst but calculated for n% data omitted from the
refinement where n is 5.1% for FpvA.

Continuous electron density was observed from GIn44
to Phe815 in one molecule of the asymmetric unit (mole-
cule A), whereas in the second (molecule B), the electron
density covered from GIn44 to Val117 and from GIn136
to Phe815. The molecules can only be superimposed
from GIn136 to Phe815. The root-mean-square deviation
(rmsd) is 0.578 A for the overall structure. The main differ-
ence between the two molecules is the position of the sig-
naling domain, and the lack of electron density connecting
the signaling to the plug domain in molecule B (Figures 1
and 2). The signaling domain is not at the same location,
and two distinct interaction zones between the domain
and the rest of the protein are observed (Figure 2). In mol-
ecule A, the mixed three-stranded B sheet of the signaling
domain forms a four-stranded B sheet with residues of the
TonB box (Figure 1D). The fourth strand involves the resi-
dues Met131-Thr133. The lle132 main chain is hydrogen
bonded to the Tyr72 main chain, and the Thr133 carbonyl
group is hydrogen bonded to the GIn60 side chain. lle132
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Figure 1. The FpvA Structure in Its Apo
Form

(A) A view of the asymmetric unit. The signaling
domain is colored blue. The loop connecting
the signaling domain to the plug domain is col-
ored yellow (molecule A). The plug is colored
red and the barrel is in green.

(B) A stereoview of the full-length FpvA (mole-
cule A).

(C) The FpvA domains (Wirth et al., 2007) in-
cluding the connecting loop (yellow), which
contains the TonB box composed of Asp126,
Leu127, Thr130, lle132, and Thr133 (Ferguson
et al., 2007).

(D) A stereoview of the four-stranded B sheet
between residues of the TonB box located in
a B strand and the three-stranded B sheet of
the periplasmic signaling domain. Residues of
the TonB box (Ferguson et al., 2007) are drawn
in ball-and-stick representations and the con-
necting loop containing the TonB box is col-
ored yellow.

Signal sequence
Metl-Alad3

Connecting loop
Glull 138

TonB box

Phe277-Phe815

T30
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and Thr133 belong to the TonB box (Ferguson et al., 2007)
(Figure 1D).

The signaling domains can be superimposed with a
0.68 A rsmd value. The largest deviations are observed
from GIn109 to Asn111 (as large as 3.43 A for Gly110).
Eighty-one interatomic contacts less than 3.6 A are
observed between GIn44-GIn136 and Leu137-Phe815 in
molecule A: 34 can be considered to be hydrogen bonds.
In molecule B, 21 interatomic contacts of less than 3.6 A
are observed between GIn44-Val117 and Leu137-Phe815;
6 of these are hydrogen bonds.

Structural Comparisons with FpvA-Pvd and FpvA-
Pvd-Fe: Extracellular Conformational Changes
Mediate Periplasmic Structural Changes

FpvA and FpvA-Pvd superimpose with an rsmd value of
0.87 A. Upon Pvd binding, large conformational changes
are observed in the Pvd-binding pocket (Figures 3A and
3B). In the plug, Ser224-Ala233 does not superimpose,
and large distances of up to 7.50 A (Tyr231 Co. atom) are
observed between equivalent residues (Figures 3A and
3B). In FpvA, the Arg204 guanidinium group is hydrogen
bonded to the Ser232 hydroxyl and carbonyl group. In
FpvA-Pvd, this interaction does not exist because of
the conformational change of the binding pocket and
because the Arg204 points toward Pvd. In the barrel,
Gly359-Trp362 are not superimposed. In FpvA-Pvd,
Trp362 interacts with Pvd: movements of this part of the
barrel allow FpvA to bind Pvd. The TonB box no longer
interacts with the signaling domain and its conformation
is changed.

In the periplasmic domain, Ala129-GIn136 does not su-
perimpose (Figures 3A and 3C). The signaling domain is
not observed in FpvA-Pvd, although the core of the plug
domain does not show any confomational changes; the con-
formational changes observed in the extracellular loops can
be attributed to crystal packing rather than to Pvd binding.

Structure
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Figure 2. Stereoview of the Superimpo-
sition of the FpvA Molecules of the
Asymmetric Unit

The two positions of the signaling domain are
shown. For clarity, only one barrel and one
plug have been drawn.

The rmsd value between FpvA and FpvA-Pvd-Fe is
0.735 A for all residues. FpvA-Pvd-Fe and FpvA-Pvd
superimpose well between residues Thr139 and Phe815,
and the differences described between FpvA and FpvA-
Pvd are also observed between FpvA and FpvA-Pvd-Fe
but particularly in the N-terminal part. Indeed, the FpvA-
Pvd-Fe structure was solved for residues Gin44-Ala118
and Thr139-Phe815 (Wirth et al., 2007). The other large dif-
ference is the location of the signaling domains, which
does not correspond to those observed in FpvA (Figure 4).
The rmsd value between the signaling domains is 0.63 A.
The Gly101-Gly1083 region does not superimpose.

Structure Comparison with FhuA-TonB and BtuB-
TonB: A B Strand Exchange and Conformational
Changes Are Required for Signal Transduction
Interactions between FhuA and the periplasmic part of
TonB involve the TonB box folded as a 8 strand with the
three-stranded B sheet of the TonB periplasmic part
(Pawelek et al., 2006), forming a mixed four-stranded
B sheet. A similar topology is observed for the interaction
between BtuB and the periplasmic part of TonB (Shultis
et al., 2006). However, the location of TonB is different in
the two complexes. A part of the TonB box of FpvA is
folded as a B strand and interacts with the B sheet of the
signaling domain, and in this conformation there is not
enough space around the TonB box to bind the TonB peri-
plasmic part. The periplasmic part of FpvA must therefore
undergo a conformational change to create the space to
bind to TonB.

FpvA-TonB Model Based on Structure
Comparisons: A Complex for Transmembrane
Signal Transduction

We superimposed FpvA and FpvA-Pvd-Fe onto FhuA-
TonB and BtuB-TonB. Only in FpvA-Pvd-Fe is the signal-
ing domain in a position to allow interactions with TonB
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Figure 3. Main Conformational Changes
Observed in FpvA upon Pvd Binding

(A) A view of the two main conformational
changes.

(B) A stereoview of the conformational change
of the main chain from Thr225 to Ala233 in the
plug domain. FpvA is colored blue and FpvA-
Pvd is in green. The pyoverdine is represented
in stick form and is colored black. Tyr219,
Ser232, and Leu237 are labeled.

(C) A stereoview of the conformational change
observed in the N-terminal part of the plug do-
main containing residues of the TonB box upon
Pvd binding in the extracellular pocket. FpvA is
colored blue and FpvA-Pvd is in green. The
N-terminal and C-terminal parts are labeled.
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(Figure 5C). A small number of forbidden contacts are
observed between side chains of the periplasmic domain
and TonB of FhuA-TonB, and all can be avoided by side-
chain rotation. Molecule B of FpvA can be superimposed
onto BtuB-TonB, but several forbidden contacts are
made between the barrel domain and TonB. Forbidden con-
tacts resulting from the overlap of domains are observed
between the periplasmic domain of molecule A and
TonB of FhuA-TonB or BtuB-TonB.

DISCUSSION

We crystallized FpvA with two molecules in different con-
formations in the asymmetric unit. The signaling domain
occupies two distinct positions delineating two zones of
interactions with the barrel domain. The difference be-
tween the two positions probably results from the crys-
tallization conditions (1.3-1.4 M Na,HPQO,), which may
destabilize interactions between the signaling domain and
the rest of the protein. This suggests that the interactions
between the periplasmic domain and the rest of the pro-
tein are weak.

The structure of the TonB box has been completely
solved: a part of the TonB box is folded as a B strand in
molecule A and interacts with the three-stranded B sheet
of the signaling domain (Figure 1D). The absence of elec-
tron density for the TonB box in molecule B indicates
that it has substantial flexibility, and this may be a con-
sequence of the position of the signaling domain. TonB
box flexibility has been suggested previously (Cobessi
et al., 2005a) for FpvA-Pvd: in this complex, the TonB
box is in an extended conformation and the signaling
domain is not observed in the electron density maps. This
conformation may allow interactions between TonB and
FpvA, and such interactions are necessary for Pvd release
(Clement et al., 2004).

Structure

Signal Transduction in Gram-Negative Bacteria

N Figure 4. Stereoview of the Superimpo-
sition of FpvA onto FpvA-Pvd-Fe

The different positions occupied by the signal-
ing domain are shown. For clarity, only the bar-
rel and plug of FpvA are drawn, and are colored
gray. The signaling domain of FpvA-Pvd-Fe is
colored yellow.

Pvd binding leads to conformational changes in its rec-
ognition pocket. The main chain from Thr225 to Ala233 in
the plug domain and the side chains of several residues
undergo conformational changes to create enough space
for Pvd binding. In FpvA-Pvd and FpvA-Pvd-Fe, the
Arg204 guanidinium group interacts with Pvd. Pvd and
Pvd-Fe binding at the extracellular face leads to flexibility
of the N-terminal part. This flexibility is even greater in
FpvA-Pvd-Fe, in which the TonB box cannot be detected
in electron density following Pvd-Fe binding (Wirth et al.,
2007), and the signaling domain is located in a different
position to that it adopts in FpvA. The flexibilities of the
TonB box and signaling domain probably allow FpvA to
interact with both (1) FpvR to regulate the expression of
PvdS and Fpvl, responsible for transcription of pyover-
dine biosynthetic genes and fova gene (Redly and Poole,
2005), and (2) TonB for energy transduction. There is no
biochemical data available to indicate whether there is for-
mation of a ternary complex between the receptor, TonB,
and FpvR or between their counterparts in other bacteria,
for example FecA/FecR in E. coli. However, the interac-
tions between these three proteins suggest that they are
probably in close proximity to each other in the mem-
branes.

The conformation of the N-terminal part of FpvA has to
change to allow interactions between TonB and the TonB
box; this interaction would otherwise be prevented by
interactions between residues of the TonB box and the
signaling domain which form a four-stranded B sheet.
Structural comparisons with TonB-FhuA and TonB-BtuB
suggest that the position of the signaling domain in FpvA
also prevents interactions with TonB. Consequently, the
signaling domain has to move away from either of the
two observed positions in FpvA, to allow the interaction
between the TonB box and TonB to take place (Figure 5).
The interaction involving the signaling domain is probably
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A

Thr133 GIn6Y Alal12 GIn109

Met131 Leu71 Ser116 Ser105

B

Thrll Lys231 Gly174 Lys197
Asp6 Gly221 Gly182 GIn188

Figure 6. The B Strand Lock Exchange

Topologies of the four-stranded f3 sheet observed in FpvA between the
TonB box and the three-stranded B sheet of the signaling domain (A),
and between the TonB box and the TonB periplasmic domain in BtuB-
TonB (B). The TonB box is colored gray.

weak, such that it can be displaced to interact with the in-
ner membrane protein FpvR. One of the three observed
positions for the periplasmic domain is compatible,
according to modeling analyses, with interactions between
TonB and the TonB box. The FpvA-Pvd-Fe structure may
represent the interactions with the inner membrane pro-
teins TonB and FpvR. It is possible that in such complexes
FpvA could also interact with FpvR. Indeed, the two-
stranded B sheet of the signaling domain is exposed to
the solvent and contains residues which when mutated
in FecA (Breidenstein et al., 2006) strongly affect signaling.

The conformational change (Figure 5) is also essential
for interactions between TonB and the TonB box. In
FpvA, this interaction is prevented by the interaction be-
tween residues of the TonB box folded as a 3 strand and
the three-stranded B sheet of the signaling domain. The
same type of structural motif (Figure 6) is also observed
in the crystal structures of BtuB-TonB and FhuA-TonB:

Figure 5. View of the Sequential Conformational Change that
Can Occur upon Pvd-Fe Binding

(A) FpvA: the TonB box is buried.

(B) Fpva-Pvd-Fe: the TonB box is flexible and the signaling domain has
moved.

(C) A model of the complex between the periplasmic part of TonB
and FpvA-Pvd-Fe based on the superimposition of FpvA-Pvd-Fe onto
FhuA-TonB. The periplasmic domain of TonB is colored gray, and
a space-filling representation is used for pyoverdine.
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there is interaction between the TonB box folded as a
B strand and the three-stranded f sheet of the periplasmic
part of TonB; however, the structure of the protein com-
plex involving FhuA does not superimpose onto that in-
volving BtuB. To allow interactions through a conserved
structural motif and the B strand exchange, the signaling
domain must interact with the protein weakly. Sequence
analyses do not reveal similarities between the 3 strands
of TonB and the signaling domain involved in interactions
with the TonB box. Presumably, therefore, only the con-
formation of the backbone is important. The core of
FpvA shows the same overall conformation in all the
structures described. This raises the question of the mec-
hanism involved in the conformational change in the
periplasm following the binding of the ligands at the extra-
cellular face of the receptor.

The TonB box may therefore be a lock for signal trans-
duction. Its destabilization after Pvd-Fe binding may allow
movements of the signaling domain facilitating interaction
with FpvR and, by destabilizing its interactions with the
signaling domain, interaction with TonB through a four-
stranded B sheet (Figure 5). The interaction between the
signaling domain and FpvR leads to the activation of the
sigma factors involved in transcription of the fpva and pyo-
verdine biosynthetic genes. The interaction between TonB
and the TonB box allows the energy transduction for iron-
siderophore transport which necessitates a conforma-
tional change of the receptor. These observations and
considerations suggest that there is a sequential mecha-
nism for the conformational changes coupled to the trans-
port and signal transduction involving FpvR and TonB.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression and Purification

The plasmid pPVR2, carrying the fovA gene under the control of its
own promoter (Poole et al., 1993), was used to transform the P. aeru-
ginosa pvdA-deficient mutant PAD06 by an MgCl,-based method
(Mercer and Loutit, 1979). These strains are unable to synthesize
Pvd and overproduce FpvA when grown in a succinate medium
(Demange et al., 1990). FpvA was purified as described previously
for FptA (Cobessi et al., 2005b), with an additional anion-exchange
chromatography step after gel filtration. At the end of the purification,
ultrafiltration at 10,000 x g was used for detergent exchange with a
50 kDa molecular weight cutoff (Amicon, Millipore).

Crystallization

Initial screening was conducted at 293K using the sitting-drop vapor-
diffusion method and the sparse-matrix sampling approach (Jancarik
and Kim, 1991) with the Classic, Classic Lite, MbClass, and MbClass
Il sparse matrices from Nextal; 0.5% and 1% C8E4 or C8E5 were
used. Aliquots of 0.5 pl of protein solution were mixed with an equal
reservoir volume in 96-well plates, and several crystallization condi-
tions were found. Crystallization conditions were refined using Cry-
shem plates and the sitting-drop vapor-diffusion method by mixing
0.5, 1, or 2 ul of protein solution with an equal reservoir volume, and
the samples were equilibrated with the same precipitant. Crystals of
FpvA were obtained by mixing 1.3-1.4 M NaH,PO,4, 0.1 M MES (pH
6.5) with 5 mg/ml FpvA in 1% CB8ES5.

Data Collection
Prior to data collection, crystals of FpvA were soaked in a solution con-
taining 30% glycerol as the cryoprotection agent. X-ray diffraction
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experiments were performed at 100K with crystals mounted in cryo-
loops and flash-frozen in liquid nitrogen. The data were collected on
beamline ID23-1 at the European Synchrotron Radiation Facility. The
data were processed using XDS (Kabsch, 1993) and scaled using
SCALA (Evans, 1993). Statistics concerning data reduction and merg-
ing are summarized in Table 1.

Structure Resolution and Refinement

The structure was solved by molecular replacement using MOLREP
(Vagin and Teplyakov, 1997) from CCP4 (1994) and the residues
from Thr139 to Phe815 of FpvA-Pvd-Fe as a molecular model (Wirth
et al., 2007). The signaling domain and the connecting loop between
the signaling domain and the plug were added in the 2F, — F. electron
density map. The model was rebuilt using O (Jones et al., 1991) and cy-
cles of translation/libration/screw refinement and energy minimization
were carried out using REFMACS5 (Murshudov et al., 1997). The atomic
coordinate file contains two FpvA molecules with the residues Gln44-
Phe815 (molecule A), GIn44-Val117 and GIn136-Phe815 (molecule B),
as well ten phosphate ions and one detergent molecule.

Model quality was assessed using PROCHECK (Laskowski et al.,
1993) and WHATCHECK (Hooft et al., 1996). The majority of residues
(87.7%) are in the most favored parts of the Ramachandran plot,
12.2% are in allowed regions, and no residue is found in disallowed
regions. At the end of the refinement, the R and Rgee (Brunger, 1992)
factors were 20.8% and 24.7 %, respectively (Table 2). The interactions
between residues were found using CONTACT from CCP4 and a 3.6 A
distance cutoff. All the drawings were prepared using MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991), PyMOL (DeLano, 2002), Raster3D (Merritt and Murphy,
1994), and CCP4. The atomic coordinates and structure factors have
been deposited in the Protein Data Bank (Berman et al., 2000) under
ID code 205P.
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2 Etudes structurales de différents transporteurs

TonB-dépendants

L’analyse de séquences des génomes montre que I'ensemble des bactéries
Gram-négatives possédent des génes codant pour des TBDT. En 2005 seulement
quatre structures de TBDT avaient été résolues : FepA, FhuA, FecA et BtuB d’E. coli.
Au laboratoire, deux nouvelles structures de FpvA et FptA, chez P. aeruginosa, ont
été résolues sous leur forme apo ou holo (Brillet et al., 2007 ; Cobessi et al., 2005b ;
Cobessi et al., 2005a ; Greenwald et al., 2009 ; Wirth et al., 2007). Dans le cadre de
nos efforts pour comprendre la cristallisation des protéines membranaires et les
mécanismes moléculaires du transport du fer chez les bactéries Gram-négatives,
nous avons choisi de développer une stratégie permettant d’aller facilement du
clonage a la cristallisation de cette famille de protéines. Nous avons choisi d’étudier
plusieurs cibles: (i) ShuA transporteur de I'heme/hémoglobine chez Shigella
dysenteriae, pathogéne chez 'homme et responsable de la dysenterie, (i) FauA
transporteur de [l'alcaligine ferrique chez Bordetella pertussis, pathogéne chez
'homme et responsable de la coqueluche, (iii) SuxA transporteur du saccharose
chez Xanthomonas campestris pv. campestris, pathogéne des végétaux responsable
du pourrissement noir des feuilles et (iv) FetA transporteur de I'énantiopyochéline
ferrique chez Pseudomonas fluorescens, pathogéne opportuniste chez I'homme
responsable d’infections. N’ayant pas travaillé directement sur SuxA, je n’en parlerai

pas dans ce manuscrit.

2.1 Structure du transporteur de l'alcaligine FauA, chez

Bordetella pertussis

Bordetella pertussis est une bactérie Gram-négative, de petite taille,
encapsulée et immobile. C’est un organisme aérobie stricte dont la température de
croissance se situe entre 35 et 37°C. B. pertussis est un agent pathogéne
respiratoire responsable de la coqueluche, qui engendre une infection localisée au
niveau des bronches. Ce pathogéne produit et sécrete I'alcaligine, un sidérophore
contenant plusieurs groupements hydroxamates (Figure 56) (Brickman & Armstrong,
1999). Aprés sécrétion dans le milieu extracellulaire et chélation du fer, le complexe
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alcaligine-fer traverse la membrane externe grace au transporteur FauA (Brickman &
Armstrong, 1999 ; Brickman & Armstrong, 2007). FauA appartient a la famille des

TBDT, nous avons donc entreprit de résoudre sa structure tridimensionnelle.

OH
/\/\/N
HN ;
%H o Figure 56 : Structure de 'alcaligine
o Représentation de la structure de l'alcaligine,
sidérophore produit par B. pertussis. Les
quatre groupements hydroxamates de Ila
O molécule sont représentés en rouge.
OH
0 5
N/\/?\/NH
HO

2.2 Approches expérimentales

2.2.1 Clonage et expression des protéines cibles

Dans ce travail, que jai réalisé de maniére autonome, la premiére stratégie
choisie a été de placer une séquence étiquette Hisg au niveau de la partie
N-terminale du transporteur. J'ai réalisé I'amplification par PCR du gene d’intérét, en
choisissant et en intégrant les sites de restriction adaptés au niveau des
oligonucléotides (sites EcoRV et Hindlll). Pour ces constructions la séquence signal
native, identifiee en utilisant le serveur SignallP 4.1 (Petersen et al., 2011), a été
retirée. J'ai ensuite inséré le fragment amplifié dans un plasmide de surexpression
d’'Escherichia coli, contenant la séquence signal pelB d’E. coli, permettant un
adressage de la protéine vers la membrane externe. Aprés expression, les
membranes totales ont été préparées et séparées sur un gradient de sucrose a trois
coussins : 20%, 50% et 60% (m/v). J’'ai ensuite analysé la localisation de la protéine
par immunodétection. Avec cette premiére stratégie, I'analyse montre que la protéine
est adressée au niveau de la membrane interne de la bactérie et non a la membrane

externe (Figure 57A).
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Figure 57 : Analyse de la localisation de la protéine par immunodétection aprés séparation sur
gradient de sucrose

Détection de I'étiquette Hise par immunoblot apres séparation des membranes totales sur gradient de
sucrose. (A) Les protéines marquées en position N-terminale sont exprimées faiblement et localisées
au niveau de la membrane interne. (B) Les protéines marquées au niveau d’une boucle extracellulaire
sont correctement adressées a la membrane externe et plus fortement exprimées. Piste 1 : marqueur
de poids moléculaire, piste 2 : partie supérieure du gradient, piste 3 : anneau de membranes internes,
piste 4 : fraction intermédiaire, piste 5 : anneau de membranes externes, piste 6 : fraction inférieure du
gradient.

Suite a ces résultats, j'ai mis en place une nouvelle approche expérimentale
en placant I'étiquette Hisg au niveau d’une longue boucle extracellulaire LS. Cette fois
I'analyse sur gradient de sucrose a bien montré une forte expression de la protéine
et un adressage correct au niveau de la membrane externe (Figure 57B). Au
laboratoire, j’ai employé cette stratégie pour le clonage des transporteurs FauA et
ShuA, qui ont été exprimés dans un systeme hétérologue (E. coli, BL21(DE3)). Le
clonage du transporteur SuxA a été réalisé par I'équipe d’Emmanuelle LAUBER
(INRA, Toulouse). Le clonage du transporteur FetA a été réalisé par I'équipe du Dr
Cornelia REIMMANN (Université de Lausanne, Suisse) en systéme homologue. Pour
la surexpression de ces différentes protéines, jai testé différentes conditions en
faisant varier la concentration de l'agent inducteur, le temps et la température

d’induction.

2.2.2 Mise au point d’'une méthode globale de purification.

La purification des différentes cibles a été effectuée selon un méme modéle.
J’ai basé la premiére étape de solubilisation sur un protocole utilisé au laboratoire
pour la purification de FpvA, c’est-a-dire une premiére étape de lyse par sonication
suivie d’une solubilisation spécifique des membranes internes avec un détergent
doux, le N-Lauroylsarcosine. Aprés ultracentrifugation de I'échantillon, les protéines
cibles de la membrane externe sont extraites et solubilisées en utilisant TOPOE
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comme détergent. L’insertion d’'une étiquette histidine m’a amené a choisir une
premiére étape de chromatographie d’affinité sur colonne de nickel. Le niveau de
pureté n’étant pas suffisant pour les approches de cristallisation, jai séparé
I'échantillon sur une colonne échangeuse d’anions, aprés dessalage des fractions.
Pour chacune des cibles, jai choisi le tampon adapté pour ioniser correctement la
protéine en fonction de son pl. Pour certains transporteurs, les fractions d’élution ont
été rassemblées et chargées sur une colonne de gel filtration. Aprés purification, la
qualité de I'échantillon a été contrélée sur gel SDS-PAGE. Un échange de détergent
a été effectué par ultrafiltration afin d’obtenir la protéine dans des détergents comme
le CsE4, le CgEs, 'OG, le CHESO ou le LDAO, ayant déja prouvé leur efficacité dans
les expériences de cristallisation de protéines membranaires structurées en

tonneau f.

2.2.3 Cristallisation des transporteurs FauA, ShuA, SuxA et FetA

Pour cristalliser chaque TBDT, jai utilisé quatre matrices clairsemées :
MbClass suite, MbClass Il suite, The Classics, The Classics suite. Ces tests ont été
réalisés avec plusieurs détergents, a différentes concentrations (m/v), en tenant
compte de la concentration micellaire critique (CMC) : CgE4 0,75% (CMC = 0,22%),
le CgEs 0,75% (CMC = 0,15%), '0OG 1,4% (CMC = 0,2%), le CHESO 1,2 ou 1, 8%
(CMC = 0,6%) ou le LDAO 0,06% (CMC = 0,02%). Pour ces expériences, jai utilisé
la technique de diffusion de vapeur en gouttes assises, sur des plaques 96 puits
contenant 3 réservoirs. Ces criblages ont été effectués sur la plateforme de biologie
structurale du CEBGS, a lllkirch. Ainsi, j’ai pu tester un minimum de 1 152 conditions
de cristallisation pour ShuA et FauA, et 2 304 conditions pour le transporteur FetA.
Les meilleurs résultats ont globalement été obtenus avec les cribles MbClass suite et
MbClassll suite. Les cristaux obtenus étant de petite taille (50 um?3), il était
nécessaire de passer a une optimisation manuelle afin d’obtenir des cristaux de taille
plus importante, isolés dans la goutte et en grande quantité pour les expériences de
diffraction des rayons X. J’ai donc travaillé sur différentes conditions de cristallisation
en faisant varier la concentration et la nature du sel ou de I'agent précipitant, ainsi
que la concentration en protéine et la taille des gouttes. Ce travail a été effectué en

gouttes assises sur plaques 24 puits, en utilisant la technique de diffusion de vapeur.
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2.3 Reésultats

Le protocole mis en place m’a permis d'obtenir des rendements de purification
allant de 0,2 a 3,6 mg de protéines par litre de culture selon la protéine, rendements
trés intéressants pour des protéines membranaires. Ce protocole étant reproductible,
la pureté et la stabilité des échantillons m’a permis d’obtenir des quantités suffisantes
pour passer aux expériences de cristallogenese (Figure 58A).

Pour le récepteur FauA, jai rapidement obtenu des cristaux de la forme vide
du transporteur (Figure 58B). Aprés optimisation des conditions de cristallisation
(Figure 58C), un premier jeu de données a été collecté a 3 A par le Dr David
COBESSI sur la ligne BM-30A a 'ESRF de Grenoble, puis un jeu a 2,3 A a été
enregistré sur la ligne PROXIMA-1 au synchrotron SOLEIL, a Gif-sur-Yvette.

A Br’

-
00 um {.ur‘,
M 7 8 9 10 11 12 13 14 Cristaux FauA (10 mg.ml)en C,E, Cristaux FauA (10 mg.ml) en C,E,
Hepes 0,1 MpH 7,5 Hepes 0,1 M pH 7,5
Sulfate d'ammonium 0,5 M Sulfate d’'ammonium 0,34 M
MPD 15 % MPD 15 %

Figure 58 : Purification et cristallisation du transporteur FauA

(A) Analyse des fractions d’élution de la protéine ShuA sur gel SDS-PAGE 12% aprés séparation sur
une colonne de gel filtration Superdex 200 10/300 GL (fractions d’élution 7 a 14). (B) Cristaux de
FauA en CgE, obtenus aprés criblage d'une matrice clairsemée et (C) apres une optimisation
manuelle pour les expériences de diffraction des rayons X.

FauA est un transporteur de 77,6 kDa de la famille des TBDT. Sa structure a
été résolue, par le Dr David COBESSI, par remplacement moléculaire en utilisant les
coordonnées atomiques de FpvA (PDB 205P) (Brillet et al., 2007). L’analyse de la
structure montre que FauA adopte le repliement classique de cette famille de
protéines : un tonneau a 22 brins 3 antiparalleles obstrué par un domaine N-terminal
globulaire. De nombreuses boucles extracellulaires ainsi que les résidus de la boite
TonB ne sont pas observés au niveau de la densité électronique, probablement en
raison d’une forte flexibilité de ces domaines. Cette flexibilité est trés probablement
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accrue du fait de I'absence de l'alcaligine au niveau du site de liaison. Afin de
remédier a ce probléme, nous avons envisagé d’obtenir la structure des complexes
FauA-Alcaligine et FauA-Alcaligine-fer, malheureusement, nous n’avons pas trouvé
de distributeur capable de nous fournir ce sidérophore.

2.4 Conclusion

Lors de ce travail, jai mis en place un protocole optimisé pour le clonage, la
production et la purification d’'une famille de protéines membranaires. Cette méthode
reproductible a permis d’obtenir des quantités de protéines purifiées compatibles
avec les impératifs des projets d’études structurales et a permis de résoudre la
structure du transporteur FauA. La présence de I'étiquette histidine au sein des
boucles autorise un adressage correct de la protéine au niveau de la membrane
externe. Un choix judicieux des détergents et la mise en place d’un criblage rationnel
des conditions de cristallisation ont permis d’obtenir des cristaux diffractant les
rayons X a haute résolution pour les quatre transporteurs étudiés (FauA, ShuA, SuxA
et FetA). Dans les articles qui suivent nous verrons que la présence de I'étiquette
dans les boucles n’empéche pas la fixation du ligand. Ces résultats ont été publiés
en 2009, dans le journal Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. (Publication n°7,
(Brillet et al., 2009a)) et la structure du transporteur FauA a été déposée dans la
PDB sous le code 3EFM.

Aujourd’hui la résolution de la structure de protéines membranaires reste un
défi pour les biochimistes structuralistes. Une approche rationnalisée nous a permis
de résoudre la structure de plusieurs TBDT. De maniére générale, il est encore
nécessaire de travailler sur les méthodes de production, de purification et de
cristallisation des protéines membranaires. En 2012, le prix Nobel de chimie décerné
a Brian KOBILKA est venu récompenser 20 années de recherche sur ses projets
d’études structurales de RCPGs. Le développement des méthodes de production
(fusion avec des fragments d’anticorps ou de lysozyme) et de cristallisation en phase
lipidique cubique ont permis de lever les verrous qui entravaient la résolution de la

structure de cette famille de protéines.
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2.5 Publication : Brillet et al., 2009a, Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr

Brillet, K., Meksem, A., Lauber, E., Reimmann, C., Cobessi, D. Use of an in-house

approach to study the three-dimensional structures of various outer membrane
proteins: structure of the alcaligin outer membrane transporter FauA from Bordetella
pertussis. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 2009, Vol 65, n°4, p. 326-331.

Etudes structurales de différents transporteurs TonB-dépendants 109







ISSN 0907-4449

Volume 65

Part 4

April 2009

Rat profilin 2a

M. tuberculosis
pantothenate kinase

Human trimethylguanosine
synthase TGS1

SIV gp120 using normal-
mode-based refinement

Application of MR to
powder data from
image plates

Rat odorant binding protein
OBP1

T. maritima GntR regulator
TM0439

Acta Crystallographica Section D
Biological
Crystallography

Editors: E. N. Baker and Z. Dauter

TonB-dependent alcaligin outer-membrane transporter FauA from
B. pertussis, p. 326

journals.iucr.org

International Union of Crystallography
Wiley-Blackwell



research papers

i ralossaphica Secton 0 Use of an in-house approach to study the three-
iological . . .

Crystallography dimensional structures of various outer membrane
ISSN 0907-4449 proteins: structure of the alcaligin outer membrane

transporter FauA from Bordetella pertussis

Karl Brillet,> Ahmed Meksem,*” Bordetella pertussis is the bacterial agent of whooping cough Received 14 October 2008
Emmanuelle Lauber,® Cornelia in humans. Under iron-limiting conditions, it produces the  Accepted 16 January 2009
Reimmann® and David siderophore alcaligin. Released to the extracellular environ-
Cobessi®P* ment, alcaligin chelates iron, which is then taken up as a ferric PDB Reference: FauA, 3efm,
alcaligin complex via the FauA outer membrane transporter. r3efmsf.
FauA belongs to a family of TonB-dependent outer membrane
“Institut Gilbert-Laustriat, UMR7175 CNRS/ transporters that function using energy derived from the

Université Louis Pasteur, Strasbourg I, . . .
8 proton motive force. Using an in-house protocol for membrane-

Département Récepteurs et Protéines i K K K R K
protein expression, purification and crystallization, FauA was

Membranaires, Ecole Supérieure de

Biotechnologie de Strasbourg, BP 10413, crystallized in its apo form together with three other TonB-
F-67412 lllkirch, France, PInstitut de Biologie dependent transporters from different organisms. Here, the
Structurale Jean-Pierre Ebel, CEA-CNRS— protocol used to study FauA is described and its three-
Université h Fourier, 38027 Grenoble, . . . o . .
niversie Joseph Fourier, orenoble dimensional structure determined at 2.3 A resolution is
France, “Laboratoire des Interactions Plantes K
discussed.

Micro-organismes (LIPM), UMR CNRS—-INRA
2594/441, F-31320 Castanet-Tolosan, France,
and 9Département de Microbiologie .
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The first crystal structure of a membrane protein, the photo-
CH-1015 Lausanne, Switzerland

synthetic reaction centre of Rhodopseudomonas viridis, was

solved at 3 A resolution more than 20 years ago (Deisenhofer

Correspondence e-mail: david.cobessi@ibs.fr et al., 1985). Since then, no more than 400 crystal structures of
membrane proteins have been determined (see http:/
blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html), while
the Protein Data Bank contains more than 50 000 structures of
macromolecules (soluble proteins, DNA, RNA, large macro-
molecular complexes efc.). This large difference mainly results
from difficulties in obtaining large quantities of pure
membrane proteins suitable for crystallization (Loll, 2003).
Moreover, crystals of membrane proteins often diffract X-rays
poorly.

Gram-negative bacteria are surrounded by two lipid bi-
layers that reinforce cell impermeability. While small mole-
cules such as ions or sucrose can cross the outer membrane
(OM) by passive diffusion through porins, the transport of
molecules larger than 600 Da or molecules that are present at
low concentrations such as iron, haem, maltose, sucrose,
vitamin By, or nickel (Schauer e al., 2008) takes place via
TonB-dependent transporters (TBDTs) using energy derived
from the proton motive force of the inner membrane. This is
achieved through an interaction between the TonB peri-
plasmic part of the inner membrane energy-transducing
complex TonB-ExbB-ExbD and the so-called TonB box of
the TBDT, a conserved sequence located at its N-terminus
(Wiener, 2005). The molecular mechanisms of transport and
the signal transduction necessary for energy transfer are still
unknown. A genome survey revealed that more than 70% of
all Gram-negative bacteria have genes for TBDTs (Blanvillain
et al., 2007) and many species can express several TBDTs

© 2009 International Union of Crystallography (Blanvillain et al., 2007). In order to better understand the
Printed in Singapore — all rights reserved molecular mechanisms of these transporters, we undertook
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crystallographic studies of FpvA and FptA, which are required
for siderophore-mediated iron uptake in Pseudomonas aeru-
ginosa (Cobessi, Celia, Folschweiller et al., 2004, 2005; Cobessi,
Celia & Pattus, 2004, 2005). Their structure consists of a
C-terminal domain that folds into a 22-stranded transmem-
brane B-barrel which is filled by a so-called plug domain. The
structures of the P. aeruginosa TBDTs thus resemble those of
all other crystallized TBDTs involved in siderophore uptake
(Ferguson, Hofmann et al., 1998; Ferguson et al., 2002; Locher
et al., 1998; Buchanan et al, 1999, 2007) and vitamin B,
uptake (Chimento et al., 2003).

As part of our efforts towards understanding the crystal-
lization of membrane proteins and membrane transport across
the outer membrane of Gram-negative bacteria, we developed
a strategy from cloning to crystallization in order to facilitate
the production, purification and crystallization of TBDTs. This
easy handling protocol developed for TBDTs could probably
be applied to other membrane proteins from Gram-negative
and Gram-positive bacteria. Our strategy overcomes the
bottlenecks of structural studies on membrane proteins,
allowing us to collect X-ray data for all the selected targets:
the alcaligin TBDT from Bordetella pertussis, the sucrose
TBDT from Xanthomonas campestris pv. campestris, the
enantio-pyochelin TBDT from P. fluorescens and the haem
TBDT from Shigella dysenteriae. These four TBDTs share
between 14.4% (SuxA/ShuA) and 24.9% (FauA/FetA)
sequence identity. Here, we mainly detail the protocol used to
study the alcaligin outer membrane transporter FauA from
B. pertussis, for which we solved the three-dimensional
structure at 2.3 A resolution. B. pertussis is a Gram-negative
human pathogen that inhabits the respiratory mucosa and
produces the macrocyclic dihydroxamate siderophore alca-
ligin to acquire iron (Brickman & Armstrong, 1999). After
binding to iron(I1I), the ferric alcaligin is translocated across
the outer membrane by FauA.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

DNA manipulations were carried out in Escherichia coli
Topl0 [F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAMI5
AlacX74 recAl araDI139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG| and FauA was overexpressed in E. coli
BL21 (DE3) [F~ ompT hsdSg(rgmg) gal decm (DE3)].

2.2. Expression vector

The DNA encoding FauA from B. pertussis (without the 35-
residue signal sequence) was amplified by PCR. The forward
primer of the first fragment F1 (5-GTCAGATATCCAGG-
AAGCGCGAACG-3') contained the complementary part for
an EcoRYV site (underlined) and codons for residues 36—40 of
the mature FauA protein (bold). The reverse primer (5'-GC-
TAGGATCCGGCGCGGCGCCAGTC-3) for F1 contained a
BamHI site (underlined) and anticodons for residues 423-427
of mature FauA (bold). The forward primer of the second
fragment F2 (5-GATCGGATCCCATCACCATCATCACC-

ATCACATCCAAGAGCCCAGC-3) contained a BamHI site
(underlined) that introduces two residues GS, a DNA
sequence encoding a Hisg tag (italicized) and codons for
residues 428-433 of the mature FauA protein. The reverse
primer F2 (5-GTCAAAGCTTTCAATACTGCGCCCGCA-
A-3’) contained a HindIII site (underlined), a stop anticodon
(italicized) and anticodons for residues 730-734 of the mature
FauA. The PCR products were cloned in pET20b (Novagen).
E. coli Topl0O cells were transformed with the resulting
expression plasmids pET20b-FauAF1 and pET20b-FauAF2.
All cloning steps were verified by DNA sequencing at the
IGBMC facility, Illkirch, France.

The FauAF2 fragment was removed from plasmid pET20b-
FauAF2 and introduced into pET20b-FauAF1 using BamHI
and HindIII restriction sites. E. coli BL21 (DE3) cells were
transformed with the resulting construct. Thus, this construct
encodes a protein in which the native B. pertussis signal
peptide is replaced by the native N-terminal pelB signal
sequence of E. coli to target FauA into the outer membrane.
The Hise tag in loop L5 allowed rapid purification of the
FauAHG6LS protein.

2.3. Expression and purification

E. coli BL21 (DE3) expressing FauAHO6LS was isolated on
Luria Bertani—ampicillin (LB-ampicillin; 100 ug ml™" ampi-
cillin) plates and a 35 ml LB-ampicillin preculture was grown
overnight at 310 K and 220 rev min~'. The subculture was
then used to inoculate a 11 LB—ampicillin culture, which was
incubated for another 2 h until the optical density (ODgg)
reached 0.6. Expression of the recombinant protein was
induced by adding 1 mM isopropyl B-p-1-thiogalactopyrano-
side (IPTG) at 310 K. After 3 h, the cells were harvested by
centrifugation for 20 min at 10 000g.

The bacterial pellets were resuspended in 50 mM Tris-HCI
pH 8.0 and disrupted by two sonication steps. The membrane
pellet was deposited on a four-step sucrose gradient and
centrifuged overnight at 188 000g (Beckman SW41 rotor) to
observe the location of the TBDTs in the membranes. The
different parts of the gradient were deposited on an SDS gel to
separate the proteins before Western blotting. FauAH6LS was
purified after incubation of the membranes with 1% (w/v)
sodium N-lauroylsarcosine, which led to solubilization of the
cytoplasmic membranes. Intact outer membranes containing
FauAHG6LS were pelleted by centrifugation at 125 000g for
40 min in a Beckman Ti45 rotor. To extract FauAHG6LS5, the
pellet of outer membranes was solubilized at room tempera-
ture with 50 mM Tris—HCI pH 8.0, 500 mM NaCl and 7% (v/v)
octylpolyoxyethylene (octyl-POE; Bachem) and subsequently
centrifuged at 117 000g for 20 min in a Beckman Ti70 rotor.
The supernatant was applied onto a HisTrap column (Amer-
sham) equilibrated in 50 mM Tris—HCI pH 8.0, 500 mM NacCl,
20 mM imidazole and 1% octyl-POE. The protein was eluted
with a linear gradient of 20-500 mM imidazole in 50 mM Tris—
HCI pH 8.0, 500 mM NaCl and 1% octyl-POE. The fractions
containing FauAH6LS, as determined by SDS-PAGE, were
pooled, concentrated and dialyzed against 50 mM Tris-HCI
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pH 8.0 and 1% octyl-POE by ultrafiltration and loaded onto a
HiTrapQ column (Amersham) equilibrated in 50 mM Tris—
HCI pH 8.0 and 1% octyl-POE. FauAH6LS5 was eluted with a
linear gradient of 0-1 M NaCl in 50 mM Tris—HCI pH 8.0 and
1% octyl-POE.

2.4. Crystallization experiments

The pure fractions containing FauAH6LS were pooled and
dialyzed against 10 mM Tris—-HCl pH 8.0 and either 0.75%
CgE4, 0.75% CgEs (Bachem) or 1.4% B-octylglucoside (Ana-
trace). The initial crystallization experiments were performed
using a Cartesian Honeybee system at SBGP (Illkirch, France)
by mixing 100 nl protein solution at a protein concentration of
10 mg ml~! with 100 nl crystallization solution. The MbClass
Suite, MbClass II Suite, Classics Suite and Classics Lite Suite
from Qiagen were tested with the three detergents. Optimi-
zations of the crystallization conditions were performed in
Linbro plates using the sitting-drop vapour-diffusion method
at 293 K.

2.5. Data collection

Diffraction data were initially collected using synchrotron
radiation on BM30A at the ESRF (Roth et al., 2002) at 3 A
resolution using an ADSC Q315r CCD detector (A =0.9797 A).
The resolution was extended to 2.3 A on PROXIMA-1 at
SOLEIL using a MAR flat panel (A = 0.9789 A). In both cases
the data were collected using one crystal at 100 K and were
integrated and scaled using XDS (Kabsch, 1993).

2.6. Structure resolution

The phase problem was solved by molecular replacement
using MOLREP (Vagin & Teplyakov, 1997) from the CCP4
suite (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994)
with FpvA (Brillet et al., 2007) as a molecular model after
replacing the nonconserved residues by alanine residues and
after removing non-aligned parts of the sequences. The first
model was refined using the data collected on BM30A at 3 A
resolution and the model was then rebuilt at 2.3 A resolution
using Coot (Emsley & Cowtan, 2004) and refined by energy
minimization and molecular dynamics using CNS_SOLVE 1.2
(Briinger et al., 1998) and by restrained maximum-likelihood

Figure 1

Induced expression of one selected TBDT in E. coli. Membrane fractions
from induced cells were prepared as described in §2 and identified by
Western blot analysis using a monoclonal antipolyhistidine antibody
(Sigma): lane 1, ladder (kDa); lane 2, supernatant; lane 3, inner
membrane; lane 4, intermediate fraction; lane 5, outer membrane.

least-squares techniques in REFMAC 5.2 (Murshudov et al.,
1997) from the CCP4 suite (Collaborative Computational
Project, Number 4, 1994). At the end of the refinement, water
molecules and sulfate ions were added and a simulated-
annealed composite 3F, — 2F. electron-density map was
calculated using CNS_SOLVE to check the model. The model
was also checked using PROCHECK and WHATCHECK
(Laskowski et al., 1993; Hooft et al., 1996).

3. Results and discussion
3.1. Construction and analysis of the expression plasmid

To overexpress FauA in E. coli, we used pET20b, which
codes for the E. coli signal peptide PelB required for targeting
heterologous proteins to the outer membrane. As we were
working on several TBDTs, we first inserted the Hisg tag into
the N-terminal part of one particular TBDT. However,
Western blot analysis of inner and outer membrane fractions
obtained by ultracentrifugation on a sucrose gradient revealed
that the overexpressed TBDT had accumulated in the inner
membrane (data not shown). This accumulation probably
resulted from nonrecognition of the signal peptide by the
inner membrane secretion system owing to the presence of the
Hise tag inserted immediately downstream. We thus decided
to insert the Hisq tag into one of the extracellular loops, i.e.
loop LS, following the cloning protocol described for the FauA
receptor in §2. FhuA was also cloned with a His tag inserted in
an extracellular loop (Ferguson, Breed et al., 1998). After 3 h
of overexpression at 310 K, most of the protein was found
in the E. coli outer membrane (Fig. 1). The other TBDT
expression plasmids, which will be described elsewhere, were
therefore constructed in a similar way, e.g. by inserting the
His, tag into one of the extracellular loops.

3.2. Obtaining large quantities of membrane proteins

In order to limit the number of purification steps, we puri-
fied the TBDTs by a two-step procedure only, i.e. affinity and
anion-exchange chromatography; an additional gel-filtration
step did not improve the crystallization conditions. Using this
two-step approach, we obtained pure TBDTs with a yield of
0.2-3.6 mg per litre of bacterial culture. Although the yield of
FauA was only 0.2 mg per litre of culture, this amount was
sufficient to test hundreds of crystallization conditions by
mixing small volumes of the protein with identical volumes of
crystallization solutions.

3.3. Crystallization and data collection

A survey of crystallization conditions for membrane
proteins (http://site.voila.fr/d.cobessi/MPR .html) showed that
most of the membrane proteins that fold in B-barrels crys-
tallize using CgE,, CgEs or B-octylglucoside as detergents,
whereas most of the membrane proteins with a transmem-
brane domain that folds in a-helices crystallize using sugar-
based detergents. Therefore, by predicting the fold of the
transmembrane domain, we can probably select the most
suitable detergent for crystallization. We used three different
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Table 1
Number of crystallization conditions of FauA obtained using three
detergents and four sparse matrices.

Classics Classics Lite MbClass MbClass 1T
Suite Suite Suite Suite
0.75% CgE4 1 5 6 8
0.75% CgEs 1 5 5 5
1.4% B-OG 0 0 0 0

detergents with different critical micelle concentrations. By
combining two to four sparse matrices with three detergents,
we tested 576-1152 crystallization conditions using only 30—
60 pl purified protein at a concentration of 10 mg ml™—'. The
best results for FauA were obtained using the MbClass Suite
and MbClass II Suite sparse matrices (Table 1) and 0.75%
CgE, or CgEs. No crystals were obtained with B-octylgluco-
side, whereas more than ten successful crystallization condi-
tions were obtained using the MbClass Suite or MbClass II
Suite sparse matrices with CgE4 or CgEs. After optimizing the
crystallization conditions for FauA, we obtained crystals that
were suitable for X-ray studies using 10 mg ml~' FauA in
0.75% CgE, mixed with an equal volume of 0.1 M HEPES pH
7.5, 0.3-0.5 M ammonium sulfate and 13-17% MPD. The
crystals grew slowly, reaching their maximal size in one week.
The FauA crystals were frozen in a solution containing a
higher MPD concentration or in the same solution with 20%
glycerol. Data were first collected on BM30A at the ESRF and
subsequently on PROXIMA-I at SOLEIL at 2.3 A resolution.
The high brightness of this beamline allowed us to collect data
to a higher resolution than on BM30A using small crystals of
membrane protein, typically 0.1 x 0.05 x 0.05 mm in size
(Fig. 2 and Table 2). Systematic absences (2n + 1) were
observed for the 00/ reflections, resulting from the presence of
a 2, axis. The crystals belonged to space group C222,, with
unit-cell parameters a = 165.89, b = 188.85, ¢ = 62.44 A.

3.4. The FauA structure and structure quality

FauA is a 77.6 kDa TBDT (699 residues in the mature
protein) and 572 residues were rebuilt in the 3F, — 2F,
electron-density map. Several extracellular loops (loops L2,
L3, 14, L5, 110 and L11) as well as residues of the TonB box
and the N-terminal part were not observed in the electron-
density map (see below). Similar to the structure of other
TBDTs (Krewulak & Vogel, 2008), FauA can be divided into
two domains: a 22-stranded antiparallel transmembrane
B-barrel (Phe161-Tyr652) which is filled by an N-terminal plug
domain (Glu21-Glul60) (Fig. 3). The r.m.s. deviations calcu-
lated using MSDFold (Krissinel & Henrick, 2004) range from
1.40 A (FauA/FptA) to 2.47 A (FauA/FepA). The main
differences are in the length and orientation of the extra-
cellular loops and in the N-terminal part of the plug domain
containing the TonB box. 136 water molecules and two sulfate
ions from the crystallization conditions were unambiguously
identified in the electron-density map. A strong positive peak
of electron density was observed close to His288 and Asp290
just up to the girdle of aromatic residues delineating the outer

Table 2
X-ray data statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

BM30A PROXIMA-1
Wavelength (A) 0.9797 0.9789
Resolution (A) 43.9-3.00 (3.05-3.00) 29.42-2.33 (2.40-2.33)
Space group C222; C222;
Unit-cell parameters  a = 163.195, b = 190.051, a = 165.893, b = 188.847,
(A) ¢ = 62254 ¢ = 62437

Total reflections
Unique reflections

103798 (2995)
19495 (871)

308340 (25960)
42320 (3521)

Completeness (%) 98.0 (93.5) 99.8 (100)
(Hlo (1)) 1171 (2.11) 19.88 (2.92)
Runerget (%) 12.0 (62.5) 6.6 (72.4)

T Ruerge = Dopit O (kD) — (I(RKD) /30 > 1,(hkl), where I(hkl) is the intensity of
the measured reflection and (/(hkl)) is the mean intensity of this reflection.

leaflet of the outer membrane. Its position suggests that it
could be a phosphate group from a lipid. One molecule is
present in the asymmetric unit and symmetry-related FauA
molecules interact via their hydrophilic parts. The crystals are
type II membrane-protein crystals (Michel, 1983) and contain
60.5% solvent. A high solvent content is one of the char-
acteristics of type II membrane-protein crystals. At the end of
the refinement, the R and Ry, values (Briinger, 1992) were
21.9% and 25.8%, respectively. The B-factor average was
45.4 A2 for the main chain and 45.9 A2 for the overall struc-
ture (Table 3).

3.5. Flexibility in FauA and other TBDTs

Only five extracellular loops were observed in the 3F, — 2F,
electron-density map. The p-strands of the barrel are
connected by long extracellular loops in TBDTs. The length of
these loops and their amino-acid content could probably result
in flexibility of the loops, as observed in CirA (Buchanan ez al.,
2007), FepA (Buchanan et al., 1999) and apo BtuB (Chimento
et al., 2003). Moreover, the absence of ferric alcaligin or apo
alcaligin bound in the binding pocket at the extracellular face
of FauA could increase the flexibility of the binding site and
extracellular loops, whereas in apo FhuA, FecA or FpvA the
loops are observed in the electron density (Locher et al., 1998;
Yue et al., 2003; Cobessi, Celia, Folschweiller et al., 2005). In

Figure 2
FauA crystals. Their size is 0.1 x 0.05 x 0.05 mm.
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apo FauA, no electron density corresponding to the TonB box
is observed. In the crystal structures of apo TBDTs (BtuB,
FecA, FpvA, FhuA and CirA) or those bound to their cognate
empty siderophore (FecA and FpvA), residues of the TonB
box are observed in the electron density. In all the TBDT
structures, iron-siderophore binding leads to a conformational
change in the N-terminus and flexibility of the TonB box. This
flexibility is probably important for interactions with the inner
membrane protein TonB. Indeed, the number of TBDTs in the
outer membrane is higher than the number of TonB proteins
in the inner membrane. The flexibility of the TonB box could
thus increase the probability of interactions between the two
proteins. The flexibility of the TonB box is an inherent char-
acteristic of TBDTs, including FauA, and does not depend on
the ligand-binding status of the transporter. If interactions
were to occur between TonB and empty TBDTs, they could
lead to energy loss since no membrane transport would occur.
Therefore, combined with the increase in flexibility of the

(b)

Figure 3

Overall structure of FauA. The plug and the barrel are coloured pink and
green, respectively. (a) FauA viewed as in the outer membrane, with the
extracellular loops at the top and the region exposed to the periplasm at
the bottom of the figure. (b) View along the B-barrel.

Table 3
Refinement and model statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

Resolution range (A)
No. of reflections used for Ry calculation 40176 (2897)
No. of reflections used for Ry, calculation 2141 (144)
Data cutoff Flo(F) 0.0

Rerysit (%) 21.89 (26.90)
Rireet (%) 25.84 (36.30)

29.35-2.33 (2.39-2.33)

No. of non-H protein atoms 4384
No. of sulfate ions i 2
Mean B factor, protein main-chain atoms (AZ) 45.28
Mean B factor, protein side-chain atoms (A?) 46.42
Ramachandran plot

Residues in most favoured regions (%) 90.4

Residues in additionally allowed regions (%) 8.2

Residues in generously allowed regions (%) 0.4

Residues in disallowed regions (%) 1.0
R.m.s. deviations from ideal geometry

Bond lengths (A) 0.015

Bond angles (°) 1.565

T Reryse = 2 ||Fobs| —| Fca]c\|/z [Fypgl- Riree (Briinger, 1992) is the same as Ry but
calculated for n% of data omitted from the refinement; n was 5.1% for FauA.

TonB box after ligand binding at the extracellular face, other
parts of the TBDTs are probably important for the signal
tranduction necessary to obtain the energy required for
transport. These could include the extracellular loops and the
apex of the plug, which undergo conformational changes upon
iron-siderophore binding as observed in FpvA, FhuA or
FecA. Together, these conformational changes could favour
the energy transfer for transport across the outer membrane.
Energy transfer may result in partial or total dislocation of the
plug to create sufficient space in the lumen of the B-barrel for
the passage of large molecules such as the iron-alcaligin
complex.

Our customized cloning-to-crystallization protocol for
TonB-dependent outer membrane transporters was used to
successfully crystallize FauA, the ferric alcaligin receptor of
B. pertussis, and to solve its three-dimensional structure at
high resolution. This approach could be applied to other
membrane proteins since the insertion of the Hiss tag in an
extracellular hydrophilic loop should not interfere with the
secretion process required for protein insertion into the
membrane lipid bilayer. A rational design of crystallization
experiments using small amounts of membrane proteins
purified by a simplified two-step procedure allowed us to find
conditions under which crystals suitable for X-ray diffraction
could be obtained. Following this expression, purification and
crystallization protocol, we also obtained crystals and X-ray
diffraction data for three other selected TBDTs (ShuA, SuxA
and FetA). Phasing and optimization of the crystallization
conditions to reach the highest resolution limits are in
progress. Together, these studies will lead to a better under-
standing of transport and signal transduction across the outer
membrane by TBDTs and improve the crystallization meth-
odology of membrane proteins in general.
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3 Etudes structurales du transporteur de I’héme

ShuA, chez Shigella dysenteriae

3.1 Introduction

Les bactéries du genre Shigella appartiennent a Ila famille des
Enterobacteriaceae et sont des bacilles pathogénes Gram-négatifs. Leur
température optimale de croissance en milieu aérobie est de 37°C. Ce pathogéne,
que l'on rencontre uniqguement chez 'homme, est responsable de la dysenterie
bacillaire appelée également shigellose (Sansonetti, 2006). Cette bactérie colonise
I'intestin et est responsable de diarrhée aigue sanguinolente. L'infection par Shigella
est responsable de 5 a 15 % des cas de diarrhée et peut engendrer un décés chez
des enfants en bas age (Schroeder & Hilbi, 2008). Cette pathologie est présente
dans le monde entier, cependant elle est particulierement fréquente dans les régions
ou I'hygiéne est précaire. Ainsi, ces bactéries peuvent se propager par des eaux
souillées, particulierement lorsque celles-ci sont utilisées pour le lavage des aliments.
Parmi les Shigella, on retrouve plusieurs espéces : S. sonnei, S. flexeneri, S. boydii
et S. dysenteriae.

S. dysenteriae produit une exotoxine nommée Shiga, qui endommage la
muqueuse intestinale et provoque des saignements. Ces saignements permettent
alors a la bactérie d’acquérir le fer a partir de 'hnéme contenu dans I’'hnémoglobine.
Grace au systéme d’acquistion shu, S. dysenteriae peut se développer et maintenir
l'infection chez I'héte (Mills & Payne, 1995). Ce systeme est composé de plusieurs
protéines :

- ShuA, TBDT qui lie 'hnéme ou 'hémoglobine de I'héte (Mills & Payne, 1997),

- ShuT, protéine de liaison périplasmique (Wyckoff et al., 1998),

- ShuUV, transporteur ABC capable de transporter I’'hnéme du périplasme vers
le cytoplasme (Wyckoff et al., 1998),

- ShuS, héme oxygénase responsable de la dégradation de 'héme au niveau
du cytoplasme de la bactérie (Wilks, 2001).

Le mécanisme de reconnaissance de I'héme par le récepteur ShuA eétait
inconnu jusqu'ici. L'objectif était donc de résoudre la structure tridimensionnelle du

transporteur ShuA.
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3.2 Approches expérimentales

La protéine ShuA sous sa forme native a été purifiée en suivant la méthode
cité dans l'article précédent (Brillet et al., 2009a). Aprés expression chez E. coli, jai
obtenu des rendements de purification de : 3 mg de protéine par litre de culture
aprés 3h et 3,6 mg/L apres une induction sur la nuit en présence d'IPTG a 1 mM. En
paralléle, jai transformé une souche d’E. coli B834, auxotrophe pour la méthionine.
Cultivée en milieu succinique complémenté en L-sélénométhionine, cette souche m’a
permis de produire la protéine ShuA séléniée (14 résidus substitués). Les
expériences de purification et de cristallisation de la forme séléniée du transporteur
ont été confiées a un étudiant en thése, Mr Ahmed MEKSEM, pour l'utilisation de la
technique de phasage par méthose MAD (Multi-wavelength Anomalous Diffraction). |l
a egalement mené des expériences de spectroscopie afin de tester la liaison d’'une
molécule d’héme sur la protéine ShuA purifiée.

Le criblage initial des conditions de cristallisation a été réalisé sur la
plateforme du CEBGS - lllkirch, sur quatre matrices clairsemées avec trois
détergents : CgE4, CsEs, OG (soit 1 152 conditions). Aprés avoir identifié différentes
conditions de cristallisation, jai effectué de nombreux tests de co-cristallisation en
présence d’atomes lourds comme l'iode (l2), le plomb (Pb(NO3),), 'europium (EuCls),
le terbium (TbCl3) ou le brome (KBr), pouvant faciliter la détermination de la phase
cristallographique par la méthode SAD (Single-wavelength Anomalous Diffraction).
Pour cela, jai préparé différentes solutions d’atomes lourds a 10 ou 20 équivalents
dans un tampon Tris-HCI 10 mM pH 8 en présence de détergent. En paralléle, jai
concentré I'échantillon protéique jusqu’a 20 mg.mL™. Au final, I'échantillon a été
obtenu en mélangeant les deux préparations volume a volume. Avec ce protocole,
j’ai co-cristallisé la protéine & une concentration finale de protéine & 10 mg.mL™ en
présence de 5 a 10 équivalents d’atomes lourds, mais sans modifier la concentration
du détergent. Les cristaux obtenus ont été congelés dans l'azote liquide apres
trempage dans une solution équivalente a la condition de cristallisation contenant
15% de glycérol (v/v). Le Dr David COBESSI a collecté plusieurs jeux de données a
haute résolution sur les lignes BM30A et ID29 a 'ESRF et sur la ligne PROXIMA-1
au synchrotron SOLEIL.

Les premiers cristaux de la protéine ShuA native ont diffractés les rayons X a

une résolution de 3,4 A. Des données de diffraction ont été collectées sur des
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cristaux de ShuA co-cristallisé avec du terbium et également avec de I'europium.
Dans un premier temps, le probléme de la phase a été résolu par la méthode SAD
en utilisant les données collectées, au seuil du plomb, & une résolution de 2,3 A sur
un cristal ShuA-Pb. Le modéle construit étant incomplet, un jeu de données a été
collecté a une résolution de 3,2 A a 'ESRF, sur la ligne ID-29, a partir d’un cristal de
ShuA substitué avec des sélénométhionines. La méthode MAD a alors permis de
déterminer la phase. Un nouveau modéle a été construit avec ce jeu puis il a été
affiné avec les données collectées sur le cristal ShuA-Pb. La combinaison des jeux
de données obtenus par différentes méthodes a permis de résoudre la structure du
transporteur ShuA & une résolution de 2,6 A.

3.3 Résultats

Le protocole allant du clonage a la purification mis au point pour les protéines
de la famille des TBDT, m’a permis de purifier ShuA avec de bons rendements en
seulement deux étapes (3,6 mg par litre de culture). L’analyse de I'échantillon en gel
filtration montre que la protéine est sous sa forme monomérique (Figure 59) et

monodisperse aprés analyse en DLS.

Figure 59 : Profil d’élution de la protéine
ShuA sur une colonne de gel filtration

Profil d’élution de la protéine ShuA sur colonne
de gel filtration de type Superdex 200 10/300
GL (GE Healthcare) dans un tampon Tris-HCI
50 mM pH 8, NaCl 500 mM, OPOE 1% (v/v).

Le complexe ShuA-héme observé par spectroscopie montre que la protéine
purifiée en présence de détergent est toujours capable de lier son ligand (Figure 2,
publication n°6). Malheureusement, les expériences de cristallisation du complexe

Etudes structurales du transporteur de I’'héme ShuA, chez Shigella dysenteriae 113



Partie Il — Résultats scientifiques

ShuA-héme n’ont pas permis d’obtenir de cristaux. En revanche, jai trés rapidement
obtenu des cristaux du transporteur ShuA sous sa forme vide diffractant les rayons X
a 3,4 A. De nombreuses conditions de cristallisation ont été identifiées et optimisées
manuellement (Figure 60). Les expériences de co-cristallisation m’ont permis
d’améliorer nettement la taille (jusqu’a 500 x 200 x 200 um) et la qualité des cristaux
(Figure 60). La présence d’atomes lourds a également amplifier le pouvoir de
diffraction des cristaux (jusqu’a 2,3 A), probablement en augmentant les contacts

cristallins et en diminuant la mosaicité.

> 7

wALE

ShuA lode 10X  ShuA Plomb 10X  ShuA Plomb 5X

100 um 100 ym 100 jim ™)

ShuA Plomb 10X  ShuA Terbim10X
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D E

ShuA ShuA

Figure 60 : Cristallisation du transporteur ShuA

Cristaux du transporteur ShuA cristallisé sous sa forme native, ou co-cristallisé avec des atomes
lourds a 5 ou 10 équivalents (56X, 10X), obtenus par diffusion de vapeur en gouttes assises. Cristaux
de la protéine ShuA 10 mg.mL_1 préparé dans du tampon Tris-HCI 10 mM pH 8, OG 1,4% (m/v) en
présence de (A) MES 0,1 M pH 6,5, PEG 1500 13-15% (m/v), NaCl 0,1 M ; (B) MES 0,1 M pH 6,5,
PEG 1500 11-14%, NaCl 0,1 M; (C) MES 0,1 M pH 6,5, PEG 3350 8-12%, NaCl 0,1 M; (D)
CH3CO,Na 0,1 M pH 4,6, PEG 2000 MME 11%, glycérol 6% (v/v); (E) CH3CO.,Na 0,1 M pH 4,6,
PEG 2000 11%, éthylene glycol 6% (v/v) ; (F) MES 0,1 M ph 6,5, PEG 400 30%, NaCl 0,1 M.
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Grace aux difféerents jeux de données, la structure de la forme vide du
transporteur ShuA a été déterminée a une résolution de 2,6 A. L’analyse de la
structure montre que ShuA adopte le repliement classique des protéines de la famille
des TBDT, on retrouve un tonneau a 22 brins f antiparalléles (résidus Ser-136 a
Trp-632) obstrué par un domaine bouchon en position N-terminale (résidus Thr-1 a
GIn-135). Les brins 3 sont connectés par onze longues boucles extracellulaires et dix
coudes périplasmiques. La région conservée nommée « lock region » implique les
résidus Arg-64, Arg-104 du domaine bouchon et les Glu-446 et Asp-503 des brins
14 et 16 du tonneau. La boite TonB, MTVTATG (résidus 4 a 10), est bien définie
dans la densité électronique (Figure 61) et est enfouie a lintérieur du tonneau,
suggérant qu’elle n’est pas en mesure d’interagir avec la protéine TonB en absence
de ligand.

Figure 61 : Représentation de la structure du transporteur ShuA

Représentation de la structure de la protéine ShuA résolue a partir de cristaux ShuA-Pb. Ce
transporteur se compose d’'un tonneau f3 (jaune) obstrué par le domaine bouchon (bleu), vue de
dessus (A) et vue de face (B). La boite TonB observée dans la densité électronique est représentée
en rouge, sur la vue de dessous (C). Les atomes de plomb utilisés lors de la co-cristallisation sont
représentés en spheres de van der Waals (vert).

La liaison de I'héme a partir de I'hémoglobine au niveau de la face
extracellulaire de ShuA implique les résidus conservés His-86 et His-420 (Burkhard
& Wilks, 2007). La boucle extracellulaire L7 contient les motifs consensus
caractéristiques des transporteurs d’héme : le motif FRAP et le motif NPNL. Sur cette

méme boucle, on trouve I'His-420 ainsi que trois résidus hydrophobes Phe-421,
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lle-423 et Phe-426 (Figure 2, publication n°5). L'His-420 est le premier résidu
impliqué dans la liaison de la molécule d’heme, suivi de linteraction avec I'His-86
présente sur une boucle apicale du bouchon. La boucle L7 est exposée au solvant et
contient des résidus majoritairement hydrophobes. Elle est trés probablement
impliquée dans la reconnaissance de la molécule d’héme dont 'anneau porphyrique
est particulierement hydrophobe. L’alignement des structures des transporteurs
ShuA et HasR (Krieg et al., 2009) (figure5, publication n°5) montre que les boucles
L2, L6 et L9 sont nettement plus longues pour HasR. Au niveau de ce transporteur,
ces boucles sont impliquées dans la liaison de I'hémophore HasA ou du complexe
HasA-héme. Les deux histidines, His-189 et His-603, impliquées dans la liaison de
’héme chez HasR ne se superposent pas avec les histidines His-86 et His-420 de
ShuA. Cependant, la comparaison des structures de ShuA et HasR montre que la
liaison de I’'hnéme sur le transporteur ShuA implique I'His-86 du domaine bouchon et
un changement de conformation des boucles extracellulaire L3 et L7.

Pour le transport de I'hnéme, un réarrangement structural est nécessaire et
semble impliquer deux réseaux de liaisons hydrogéne. Le premier réseau implique
I'His86, la GIn-228 de la boucle L3, ainsi qu’'une boucle du domaine bouchon
contenant les résidus Arg-43, His-44, Val-45, Pro-46 et Gly-47 qui vient fermer la
face périplasmique du transporteur (Figure 62A). Le deuxiéme réseau de liaisons
hydrogene implique I'His-86, la GIn-615 de la boucle L11 qui vient fermer une large
cavité sur la face extracellulaire du tonneau. Ce réseau mobilise également les
résidus Leu-50 et Asp-51 du domaine bouchon et la GIn-228 de la boucle L3
(Figure 62B). La présence d'une molécule d’héme pourrait engendrer un
mouvement des boucles extracellulaires et venir déstabiliser les deux réseaux de
liaisons hydrogene libérant ainsi la boite TonB et autorisant la formation d’un canal

pour la translocation de la molécule d’héme.
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Figure 62 : Représentation des réseaux de liaisons hydrogéne de ShuA

Représentation des réseaux de liaisons hydrogene au sein de la structure du transporteur ShuA. Le
tonneau est représenté en jaune et le domaine bouchon en bleu. Le premier réseau (A) implique
I'His-86, la GIn-228 de la boucle L3 et les résidus Arg-43, His-44, Val-45, Phe-46, Gly-47, Gly-58,
GIn-59 du domaine bouchon qui viennent fermer la cavité périplasmique du tonneau. (B) Au niveau de
la face extracellulaire, un deuxieme réseau de liaisons hydrogene vient fermer la cavité principalement
gréce a la GIn-615 de la boucle L11. Ce deuxiéme réseau de liaisons hydrogéne implique également
les résidus GIn-228 de la boucle L3, Leu-50 et Asp-51 du domaine bouchon.

3.4 Conclusion

La bactérie pathogéne S. dysenteriae est capable d'utiliser I'hnéme et
I'hnémoglobine de I'nbte comme source de fer. Ce travail a permis de résoudre la
structure du transporteur ShuA & une résolution de 2,6 A. En comparant cette
structure a celle du transporteur HasR, nous avons montré l'implication de deux
histidines pour la reconnaissance de I'héme et un mécanisme de liaison induit
entrainant un mouvement de la boucle L7 qui vient piéger la molécule d’héme.

Chez les TBDT, le mécanisme moléculaire permettant la translocation du

ligand au travers du transporteur est encore inconnu. Cette structure a permis de
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mettre en évidence deux réseaux de liaisons hydrogéne impliquant des résidus du
tonneau et du domaine bouchon. Ces réseaux permettraient le passage de I’héme
d’'une part et la libération de la boite TonB d’autre part. Suite a ces travaux, il serait
intéressant de poursuivre ces études pour obtenir la structure du complexe
ShuA-héme afin d’identifier les changements conformationnels de ce transporteur. Il
est probable que I'’énergisation par la machinerie TonB permette la formation d’un
canal nécessaire au passage de I'héme vers le périplasme. L’héme est ensuite pris
en charge par la protéine de liaison ShuT, qui peut alors délivrer 'héme au
transporteur ABC ShuUV pour son passage vers le cytoplasme.

L’ensemble de ces données ont été publiees dans les journaux:
Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Comm, en 2009 (Publication n°6 (Brillet
et al., 2009b)) et Proteins, en 2010 (Publication n°5 (Cobessi et al., 2010)). La
structure du transporteur ShuA de S. dysenteriae a été déposée dans la base de
données PDB sous le code 3FHH.
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Expression, purification, crystallization and
preliminary X-ray diffraction analysis of the

TonB-dependent haem outer membrane transporter

ShuA from Shigella dysenteriae

As part of efforts towards understanding the crystallization of membrane
proteins and membrane transport across the outer membrane of Gram-negative
bacteria, the TonB-dependent haem outer membrane transporter ShuA of
Shigella dysenteriae bound to heavy atoms was crystallized in several crystal-
lization conditions using detergents. The insertion of a Hiss tag into an
extracellular loop of ShuA, instead of downstream of the Escherichia coli
peptide signal, allowed efficient targeting to the outer membrane and the rapid
preparation of crystallizable protein. Crystals diffracting X-rays beyond 3.5 A
resolution were obtained by co-crystallizing ShuA with useful heavy atoms for
phasing (Eu, Tb, Pb) by the MAD method at the synchrotron, and the SAD or
SIRAS method at the Cu wavelength. The authors collected X-ray diffraction
data at 2.3 A resolution using one crystal of ShuA-Pb, and at 3.2 A resolution at
an energy remote from the Pb M absorption edges for phasing on PROXIMA-1
at SOLEIL.

1. Introduction

The capability to scavenge essential nutrients, including iron, is
essential for the multiplication and virulence of pathogenic Gram-
negative bacteria. Although iron is a major component of the Earth’s
crust, its bioavailability is very low (Neilands, 1995); under aerobic
conditions or at physiological pH it precipitates to form insoluble
ferric oxyhydroxide complexes. Its free concentration in biological
fluids is very low (10™"® M) and is less than that required for bacterial
growth (10~"=10"% M; Stintzi et al., 2000). In humans, iron is bound to
proteins such as lactoferrin, ferritin or haemoglobin. In these envir-
onments, most pathogenic Gram-negative bacteria are able to use
iron after the synthesis and release into the external medium of iron
chelators called siderophores. These bind iron(III) with high affinity
and are specifically transported across the outer membrane by TonB-
dependent transporters (TBDTs; Krewulak & Vogel, 2008). Many
bacterial species such as Vibrio cholerae, Yersinia pestis, pathogenic
Escherichia coli (for example, strain O157:H7) and Shigella dysen-
teriae express haem TBDTs and are therefore able to use free haem
or haem from haemoglobin as an iron source (Paulley et al., 2007).
Other organisms such as Serratia marcescens secrete proteins called
haemophores which bind to haem and are recognized by their
respective TBDT for haem transport (Cescau et al., 2007).

Shigella dysenteriae is a human pathogenic bacterium belonging to
the Enterobacteriaceae and is mainly responsible for dysentery. As
with other human pathogenic bacteria, it is able to acquire the iron
necessary for growth from haem by using its TonB-dependent haem
outer membrane transporter ShuA, which binds to human haemo-
globin to transfer haem across the outer membrane (Mills & Payne,
1997; Burkhard & Wilks, 2007). ShuA can either bind to haem or to
haemoglobin for haem import. The energy required for the transport
is derived from the proton motive force and is transferred to the
TBDT by the energy-transducing complex TonB-ExbB-ExbD of the
inner membrane. Energy is delivered after interactions between the
TonB protein and a conserved N-terminal sequence called the TonB-
box of the TBDT (Ferguson & Deisenhofer, 2002).
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Hise-tagged ShuA was overexpressed in E. coli and purified using a
two-step purification. Crystals were obtained in several crystallization
conditions. The insertion of the Hiss tag in an extracellular loop
(Ferguson et al., 1998; Brillet ef al., 2009), instead of after the signal
peptide, is a valuable strategy for overexpression and purification and
does not prevent crystallization. Our spectroscopic studies showed
that ShuA was able to bind haem in detergent micelles, even with the
insertion of the Hise tag in an extracellular loop. By cocrystallizing
ShuA with positively charged heavy ions such as Pb**, Eu** and Tb**,
which have a strong anomalous signal at the Cu wavelength for SAD
phasing, the size and quality of the ShuA crystals were improved.
Crystals of ShuA-Pb that diffracted X-rays to 2.3 A resolution were
obtained and a complete data set was collected at 2.6 A resolution.
X-ray data were also collected to 3.2 A resolution at an energy
remote from the Pb M absorption edges for phasing.

2. Material and methods
2.1. Cloning

The DNA encoding ShuA (without the 28-residue signal sequence)
was amplified by PCR. The forward primer of the first fragment
F1 (5-GTCAGATATCACTGAAACCATG-3') contained an EcoRV
site (underlined) and codons for residues 29-32 (bold). The reverse
primer (5-GCTAGGATCCTTGTTCCTGACGATAA-3") for Fl1
contained a BamHI site (underlined) and anticodons for residues
348-352 (bold). The forward primer of the second fragment F2 (5'-
GATCGGATCCCATCACCATCATCACCATCATCCGGGCGGC-
3’) contained a BamHI site (underlined) that introduces two residues
GS, a DNA sequence encoding a Hiss tag (italicized) and codons for
residues 353-356. The reverse primer of F2 (5-GATCAAGCTT-
TTACCATTGATAACTCAC-3') contained a HindIII site (under-
lined), a stop anticodon (italicized) and anticodons for residues 656—
660. The PCR products were cloned in pET20b (Novagen). E. coli
Topl0 cells were transformed with vectors pET20b-ShuAF1 and
pET20b-ShuAF2. The ShuAF2 fragment was removed from the
plasmid and introduced into pET20b-ShuAF1 using the BamHI and
HindIII restriction sites. E. coli BL21 (DE3) cells were transformed
with the resulting construct, which encodes a protein in which the
native S. dysenteriae signal peptide is replaced by the native
N-terminal pelB signal sequence of E. coli in order to target the outer
membrane. The Hise tag in loop LS5 allowed the rapid purification of
ShuA.

2.2. Expression and purification

Expression was induced with 0.5 mM isopropyl p-p-1-thio-
galactopyranoside (IPTG) at 310 K for 3 h. The yield of purified
protein was increased by overnight induction. The cells were
harvested by centrifugation for 20 min at 10 000g. ShuA was purified

70 .

50 ..

i

e

Figure 1

SDS-PAGE of ShuA. Lane M, molecular-weight markers (kDa); lane 1, purified
ShuA after anion-exchange chromatography; lane 2, pool after affinity chromato-
graphy; lane 3, pool from solubilization of outer membranes.

after incubation of the membranes with 1% (w/v) sodium N-lauroyl-
sarcosine, leading to solubilization of the cytoplasmic membranes.
Intact outer membranes containing ShuA were pelleted by centrifu-
gation at 125 000g for 40 min. The outer membranes were solubilized
with 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5M NaCl and 7%(v/v) octyl-
polyoxyethylene (octyl-POE; critical micelle concentration 0.23%;
Bachem) and subsequently centrifuged at 117 000g for 20 min. The
supernatant was applied onto a HisTrap column (Amersham)
equilibrated with 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M NaCl, 20 mM
imidazole and 1% octyl-POE. The protein was eluted with a linear
gradient of 20-500 mM imidazole in 50 mM Tris—-HCI pH 8.0, 0.5 M
NaCl and 1% octyl-POE. The fractions containing ShuA were
pooled, dialyzed with 50 mM Tris—HCI pH 8.0 and 1% octyl-POE and
loaded on a HiTrap Q column (Amersham) equilibrated with 50 mM
Tris—=HCl pH 8.0 and 1% octyl-POE. ShuA was eluted with a linear
gradient of 0-1 M NaCl in 50 mM Tris—-HCI pH 8.0 and 1% octyl-
POE.

2.3. Haem-binding measurements

The ability of ShuA to bind haem was tested by difference spec-
troscopy absorbance using a Cary UV-visible spectrophotometer
(Varian). Reactions were carried out in 450 pl reaction volumes
containing 20 pM ShuA in 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1.4% octyl B-b-
glucopyranoside and 20 pM haemin dissolved in 1 mM NaOH. UV-
visible absorbance spectra were collected between 300 and 700 nm at
room temperature. The step size was 15 nm and the averaging time
was 1 s per point.

2.4. Crystallization experiments

The pure fractions containing ShuA were pooled and dialyzed with
10 mM Tris-HCI pH 8.0 and 0.75% octyl-tetraethylene glycol ether
(CgEy), 0.75% octyl-pentaethylene glycol ether (CgEs) or 1.4% octyl-
B-p-glucopyranoside (B-OG). Initial crystallization experiments were
performed using a Cartesian Honeybee system at SBGP (Illkirch,
France) and the sitting-drop vapour-diffusion method by mixing
100 nl protein solution at a concentration of 10 mg ml~" with 100 nl
crystallization solution. The MbClass Suite, MbClassII Suite, The
Classics Suite and The Classics Lite matrices from Qiagen were tested
with the three detergents at 293 K. The reservoir volume was 80 pl.
Improvements of the conditions were performed in Linbro plates
using the sitting-drop vapour-diffusion method at 293 K by mixing
0.5 pl protein solution (10 mg ml™") with 0.5 ul crystallization solu-
tion. The reservoir volume was 500 pl.

2.5. Cocrystallization with heavy atoms

Solutions of heavy atoms [L,, Pb(NO3),, EuCls, TbCl; and KBr] at
2.8 mM were prepared in 10 mM Tris—HCI pH 8.0 with 1.4% octyl-
B-p-glucopyranoside. Pure fractions of ShuA at 10 mg ml™" were
incubated with five or ten molar equivalents of heavy atom at room
temperature for 1 h before crystallization.

2.6. Data collection and processing

Diffraction data for ShuA-Pb were collected to 2.3 A resolution on
PROXIMA-1 at SOLEIL using X-rays of wavelength 0.9788 A and to
3.2 A resolution (A =1.9997 A) at a high remote energy compared
with the M absorption edges of Pb using one crystal at 100 K.
Diffraction data for ShuA cocrystallized with TbCl; and EuCl; were
collected on BM30A (Roth et al., 2002) at ESRF (A = 0.9798 A) and
on PROXIMA-1 (A = 1.7657 A) at SOLEIL, respectively. All data
were processed and scaled using XDS (Kabsch, 1993).

2 of 4 Brilletetal. - ShuA
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3. Results and discussion
3.1. High yields of pure and monodisperse apo ShuA

By using an in-house approach from cloning to crystallization of
membrane proteins belonging to the TBDT family (Brillet et al.,
2009), we successfully overexpressed and crystallized the haem outer

1.1
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0.5 == ShuA
=== Haem
0.3 ShuA-haem

Absorbance

0.1

—0.1
300 400 500 600 700

Wavelength (nm)

Figure 2

Spectroscopy experiments with ShuA and ShuA-haem after purification. Experi-
ments were carried out with ShuA before purification and similar results were
obtained (data not shown).

(d)

Figure 3

membrane transporter ShuA from S. dysenteriae. As previously ob-
served with other TBDTs (Ferguson et al., 1998; Brillet et al., 2009),
the insertion of a Hise tag in an extracellular loop of the transporter
instead of downstream of the E. coli peptide signal in the pET20b
plasmid allowed efficient targeting to the outer membrane. An in-
crease of the overexpression time from 3 to 16 h with 0.5 mM IPTG
induction provided the highest yield of ShuA using only a two-step
purification (3.6 versus 3 mg 17"). After purification, only one band at
approximately 70 kDa (ShuA molecular weight 69.5 kDa) was ob-
served on SDS-PAGE (Fig. 1). By using gel chromatography, only
one peak corresponding to monomeric ShuA was observed. The Hisg-
tagged ShuA was therefore in a monodisperse state before crystal-
lization.

The ShuA-haem complex was characterized by adding haemin to
ShuA. The spectral characteristics of haemoproteins were observed,
including a Soret peak (maximum at 409 nm) and well resolved o and
B bands at approximately 565 and 529 nm (Fig. 2). These peaks were
not observed with ShuA. Similar results were obtained before puri-
fication. Contrary to published results (Burkhard & Wilks, 2007),
ShuA does not bind residual haem in E. coli. This difference could
result from the expression of ShuA in E. coli as well as membrane
isolation and protein purification. Indeed, we quickly solubilized the
inner membranes by adding 1% lauroylsarcosine after cell lysis and
the solution was centrifuged at 119 000g to pellet the outer mem-
branes. The outer membranes were then subjected to solubilization
with 7% octyl-POE. These results showed that ShuA is in its apo form
in detergent micelles after purification and binds to haem.

3.2. Crystallization and cocrystallization with heavy atoms

By combining three detergents and four sparse matrices for crys-
tallization, 1152 conditions were tested using only 60 pl protein

(c)

N

Crystals of ShuA (a, ¢, ¢), ShuA-Pb (b), ShuA-Tb (d) and ShuA-Eu (f). All crystals were obtained using either 13-15% PEG 1K (a, b), 11-14% PEG 1.5K (c, d) or 8-12%
PEG 3350 (e, f) with 0.1 M MES pH 6.5 and 0.1 M NaCl. The protein concentration was 10 mg ml™" in 10 mM Tris—-HCI pH 8.0 with 1.4% octyl-B-p-glucopyranoside. The

heavy-atom concentration in the protein solution was 1.4 mM.
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Table 1
X-ray data statistics for ShuA-Pb.

The unit-cell parameters are a = 78.10, b = 114.21, ¢ = 117.09 A and the space group is
P2,2,2,. Values in parentheses are for the highest resolution shell.

0.9788 1.9997
19.8-2.6 (2.7-2.6) 332-32 (33-32)

Wavelength (A) R
Resolution limits (A)

Total reflections 232991 (25051) 135194
Unique reflections 32798 (3433) 32661
Completeness (%) 99.7 (99.9) 99.5 (98.5)
Ruerge (%)1 9.0 (44.8) 6.1 (27.3)
Iio(I) 16.27 (4.68) 16.65 (5.18)

T Ruerse = Dpit 2 i (hkl) — (I(RKD) /Y0 = 1;(hkl), where I(hkl) is the intensity of
the measured reflection and (/(hkl)) is the mean intensity of this reflection.

solution (10 mg ml™") and several crystallization conditions allowed
the production of crystals that diffracted X-rays, but only to low
resolution (not beyond 3.5 A) The conditions mainly used PEG (400,
1K, 2K, 2K MME, 3350 or 4K), salts (NaCl or LiCl) and either
HEPES, MES or MOPS buffer in the pH range 6.5-7.5. No crystals
obtained with PEG 400 diffracted X-rays. Improvement of the crys-
tallization conditions was achieved using heavy atoms, as had
previously been observed with ribosome (Yonath, 1992). Cocrys-
tallization experiments with Pb(NOj3),, EuCls;, TbCls;, KBr or I, were
undertaken because their anomalous signals (Pb, I, Tb and Eu) can
be detected using a copper rotating-anode generator. A SAD data set
could be then collected. These ions are therefore of interest for
testing at the laboratory before a three-wavelength MAD experi-
ment. Cocrystallization with positively charged heavy atoms strongly
affected the shape and size of the ShuA crystals (Fig. 3). The number
of crystals per drop also decreased and the crystals often diffracted to
beyond 3.5 A resolution. The crystallization conditions are given in
Fig. 3.

3.3. Data collection and processing

Prior to data collection, the ShuA, ShuA-Pb, ShuA-Eu or ShuA-
Tb crystals were frozen in liquid nitrogen after a brief soak in the
initial crystallization solution with 15%(v/v) glycerol. A data set was
collected to 2.3 A resolution on PROXIMA-1 at SOLEIL using one
crystal of ShuA-Pb and data were processed at 2.6 A resolution.
Systematic absences (2n + 1) were observed for the /00, 0kO and 00/
reflections resulting from the presence of 2, axes. The crystals
belonged to space group P2,2,2,, with unit-cell parameters a = 78.10,
b = 11421, ¢ = 117.09 A. The addition of Pb®* or other positively
charged ions (Eu" or Tb>") to the protein solution before crystal-
lization improved the resolution limits. A second data set was
collected at 3.2 A resolution using X-rays with wavelength 1.9997 A
on PROXIMA-1 (12 < Pb f”" < 13 electrons) and the same crystal of
ShuA-Pb. The data statistics are summarized in Table 1. The crystal
contained approximately 65% solvent and one molecule was present

in the asymmetric unit. It belonged to the type II crystals of
membrane proteins (Michel, 1983). ShuA and ShuA derivatives
(Pb**, Eu®" and Tb**) crystallized in the same space group with
similar unit-cell parameters. Analyses of the electron-density maps
calculated for ShuA-Pb, ShuA-Tb and ShuA-Eu should provide
further details about the binding sites and the effects of the heavy
atoms on crystallization.

By using an in-house approach for membrane protein crystal-
lization (Brillet et al., 2009), we overexpressed, crystallized and
collected diffraction data for ShuA, the haem TBDT from S. dysen-
teriae. Improvement of the crystal quality by adding heavy atoms with
strong anomalous signals at the Cu wavelength showed that these
ions and/or other lanthanides (for example) could be used as addi-
tives for crystallization. If the SeMet-substituted protein cannot be
overexpressed or if the protein does not contain methionine residues,
SAD phasing in the laboratory and a MAD experiment at the
synchrotron can be performed with such anomalous scatters if they
are bound to the protein.

We thank Dr Shelley M. Payne of the Section for Molecular
Genetics and Microbiology, University of Texas at Austin for pro-
viding us with the DNA encoding ShuA. We thank the BL14 staff at
BESSY and the people of the MX group and the BM30A beamline at
ESREF for their kind assistance during data collection. This work was
supported by the Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la
Recherche and the Centre National de la Recherche Scientifique.
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ABSTRACT

Shigella dysentriae and other Gram-negative human
pathogens are able to use iron from heme bound to
hemoglobin for growing. We solved at 2.6 A resolu-
tion the 3D structure of the TonB-dependent heme/
hemoglobin outer membrane receptor ShuA from
S. dysenteriae. ShuA binds to hemoglobin and
transports heme across the outer membrane. The
structure consists of a C-terminal domain that folds
into a 22-stranded transmembrane f-barrel, which
is filled by the N-terminal plug domain. One distal
histidine ligand of heme is located at the apex of
the plug, exposed to the solvent. His86 is situated
9.86 A apart from His420, the second histidine
involved in the heme binding. His420 is in the
extracellular loop L7. The heme coordination by
His86 and His420 involves conformational changes.
The comparisons with the hemophore receptor
HasR of Serratia marcescens bound to HasA-Heme
suggest an extracellular induced fit mechanism for
the heme binding. The loop L7 contains hydropho-
bic residues which could interact with the hydro-
phobic porphyring ring of heme. The energy
required for the transport by ShuA is derived from
the proton motive force after interactions between
the periplasmic N-terminal TonB-box of ShuA and
the inner membrane protein, TonB. In ShuA, the
TonB-box is buried and cannot interact with TonB.
The structural comparisons with HasR suggest its
conformational change upon the heme binding for
interacting with TonB. The signaling of the heme
binding could involve a hydrogen bond network
going from His86 to the TonB-box.

Proteins 2009; 00:000-000.
© 2009 Wiley-Liss, Inc.

Key words: membrane protein; membrane trans-

port; signal transduction; TonB-dependent trans-
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INTRODUCTION

Iron is an essential element to most of living organisms! and is
an important determinant of bacterial virulence. In humans, iron
is bound to iron storage proteins such as lactoferrin, ferritin, or
transferrin, and its free concentration in biological fluids is very
low (107*® M), and less than that required for bacterial growth
(1077 to 10 °M).2 Under iron-limiting conditions, most of the
Gram-negative bacteria are able to scavenge iron by producing
iron-chelators called siderophores,> which have high affinity for
iron(IlT). They chelate iron either from proteins or nonsoluble
oxyhydroxyde complexes and the ferric complexes are transported
into the periplasm by TonB-dependent transporters (TBDT).4
Gram-negative bacteria can also reduce ferric iron into ferrous
iron which is transported into the cell.d Moreover, transferrin and
lactoferrin TBDTs recognize and bind to transferrin and lactoferrin
respectively for iron uptake.®

In humans, iron is mainly bound to heme in hemoglobin.”
Heme is therefore a valuable source of iron for the bacterial
growth. Several Gram-negative human pathogens, such as Yersinia
pestis, Bordetella pertussis, Vibrio cholerae, and Shigella dysenteriae
for example, have a gene encoding an outer membrane hemoglo-
bin/heme TBDT, which allows for the bacteria growth by using
heme as iron source.8 This TBDT binds to hemoglobin and trans-
ports heme across the outer membrane into the periplasm. Heme
is transferred into the cytoplasm by an ABC transporter. Other
bacteria such as Serratia marcescens secrete hemophores, which
bind to heme and are recognized by their respective outer mem-
brane TBDT to deliver heme to the cell.? The first crystal structure
of an hemophore TBDT, HasR, has been recently solved.10
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Shigella dysenteriae is a Gram-negative human patho-
gen that colonizes the intestine and mainly causes bloody
diarrhea. The high incidence of dysentery occurs in
regions of malnutrition, inadequate drinking supplies,
and poor hygiene conditions. In developed countries,
incidence of the disease results from food contamination
by the well known E. coli O157:H7 s‘(rain,ll’12 for exam-
ple, S. dysenteriae and E. coli H157:07 secrete the Shiga
or Shiga related-toxin that causes damages to the bowel
mucosa leading to bleeding into the bowel.13 This toxin
action allows for iron supply to bacteria able to use iron
from heme.!4

The TonB-dependent outer membrane transporter
ShuA from S. dysenteriae binds to hemoglobin and trans-
ports heme across the outer membrane.l415 In contrast
to the well characterized siderophore TBDTs, little is
known about the heme and hemoglobin TBDTs. The
energy-transducing complex TonB-ExbB-ExbD of the
inner membrane interacts with the TonB-box of ShuA to
deliver energy for the membrane transport.1> No 3D
structure of an hemoglobin TBDT has been solved, and
the heme transport has never been investigated: the resi-
dues involved in the heme binding during transport, the
uptake mechanism and pathway for transport are
unknown. Two histidine residues (His86 and His420)
participate to the heme binding and transfer from hemo-
globin whereas the heme recognition probably involves
hydrophobicity of the extracellular loops.14

Due to the absence of structural data about the heme
transport by the TBDTs, we determined the ShuA crystal
structure at 2.6 A resolution. The heme binding by His86
and His420 involves extracellular conformational changes
and probably an induced fit mechanism. The TonB-box
involved in interactions with TonB for the energy transfer
is buried in ShuA and no transmembrane pore was
observed to allow for a passive transfer of heme through
ShuA. Structural comparisons with HasR bound to
HasA-Heme highlighted also the conformational changes
required for the heme binding and energy transfer.

MATERIALS AND VMIETHODS
Purification and crystallization

ShuA was cloned, expressed, and purified following the
same procedure described for FauA, the alcaligin TBDT
from Bordetella pertussi5.16 The crystallization experi-
ments were carried out using three detergents and four
sparce matrices from QIAGEN.!7 Improvement of the
crystallization conditions were achieved by adding heavy
atoms (Pb(NO3),, TbCl;, or EuCl;) to the protein before
crystallization.1”

[SeMet]-ShuA was overexpressed in E. coli B834 and
purified following the procedure used for FauAl® and
for ShuA,!7 by affinity chromatography and anion
exchange. Trials to crystallize [SeMet]-ShuA in the same

2 PROTEINS

Table |
X-Ray Data Statistics for ShuA-Pb. The Cell Parameters Are a = 78.10,
b = 114.21, ¢ = 117.09 A and the Space Group Is P2,2,2,

Wavelength (A) 0.9788 1.9997
Resolution limits (A) 19.8-2.6 (2.7-2.6) 33.2-3.2 (3.3-3.2)
Total reflections 232,991 (25,051) 135,194
Unique reflections 32,798 (3433) 32,661
Completeness (%) 99.7 (99.9) 99.5 (98.5)
Rsym (%) 9.0 (44.8) 6.1 (27.3)
I/o 16.27 (4.68) 16.65 (5.18)

Rsym = Y > Ili-Iml/Y" ) Ii, where Ii is the intensity of the measured reflection
and Im is the mean intensity of this reflection. Values indicated in parentheses
correspond to the statistics in the highest resolution shell.

conditions than ShuA failed and [SeMet]-ShuA was only
crystallized using EDTA (5-20 mM) and reducing agents:
DTT (2.5 mM), ascorbic acid, and citric acid (7.5 mM).
Finally, X-ray diffracting crystals of [SeMet]-ShuA
(10 mg/mL) were obtained with 10-14% PEG 2K MME,
18-20% glycerol, 0.1 M HEPES pH 6.5, 0.1 M NaCl or
LiCl, 5 mM EDTA, and 7.5 mM ascorbic acid.

Data collection and phasing

A complete dataset was collected at 3.2 A resolution
using one crystal of ShuA-Pb at an energy remote from
the Pb M absorption edges on PROXIMA-1 at SOLEIL
(Table I). The phase problem was solved by the SAD
method but only a partial model was rebuilt, due to the
poor quality of the electron density map. Another dataset
for ShuA-Pb was collected at 2.3 A resolution using
X-ray with a wavelength of 0.9788 A, and the data were
processed at 2.6 A resolutionl” (Table 1) using XDS.18
Diffraction data for ShuA cocrystallized with TbCls
and EuCl; were collected on BM30A at ESRF (A =
0.9798 A) and on PROXIMA-1 (A = 1.7657 A) at
SOLEIL, respectively.17

A three wavelength MAD dataset was collected on
ID29 at ESRF at 100 K using 1 crystal of [SeMet]-ShuA
at the absorption, inflection peak and high remote energy
of the Se absorption edge (Table II), and the data were
processed using XDS.!8 Analyses of the statistics
(increase of the Rsym and decrease of I/oy) during the
data collection clearly showed that radiation damages
occurred. The cell parameters were a = 78.83, b =
114.63, ¢ = 120.11 A, and the space group was P2,2,2;.
A total of 17 selenium atoms were found using SHELX1?
and the graphical interface HKL2MAP.20 They were
input to the SHARP program21 to refine the phases (Ta-
ble III). The resulting phases were further improved by
SOLOMON?Z2 allowing for the chain tracing.

Model building and refinement

A polyalanine model was constructed at 3.2 A resolu-
tion, and several side chains were added using COOT23
The model was further rebuilt and refined at 2.6 A reso-
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Table 11
X-Ray Data Statistics of [SeMet]-ShuA. The Cell Parameters Are

a = 7883, b= 114.63, c = 120.11 A and the Space Group Is P2,2,2,
- ]

Absorption Inflection High energy
peak point remote
Wavelength (A) . 0.9791 0.9793 0.9752
Resolution limits (A) 47.8-33 37.9-33 37.8-33
(3.51-3.31) (3.51-3.31) (3.5-3.3)
Total reflections 130,187 131,720 131,237
Unique reflections 30,964 31,303 31,207
Completeness (%) 98.5 (96.5) 98.6 (97.2) 98.5 (96.8)
Rsym (%) 9.3 (66.4) 11.4 (1143) 10.0 (91.0)
I/o 12.02 (1.87) 10.44 (0.87) 11.64 (1.37)

Rsym = Y > Ili-Iml/>° ) Ii, where Ii is the intensity of the measured reflection
and Im is the mean intensity of this reflection. Values indicated in parentheses
correspond to the statistics in the highest resolution shell.

lution by energy minimization and molecular dynamic
using CNS_SOLVE 1.224 and by restrained maximum-
likelihood least-square techniques in REFMAC5 5.225
from CCP426 with the data collected using ShuA-Pb.17
The refinement statistics are given in Table III. At the
end of the refinement, water and one detergent molecules
were added. Simulated-annealing 3Fo2Fc and 2FoFc omit
electron  density —maps were calculated using
CNS_SOLVE24 to check the model. The model was also
checked using PROCHECK.27 All the figures were pre-
pared using Pymol.28 The ShuA atomic coordinates and
structure factors have been deposited in the Protein Data
Bank with the accession code number 3FHH.

RESULTS

Heavy atom binding sites—quality of the
structure

Only the crystals obtained with heavy atoms diffracted
X-rays beyond 3.5 A resolution. In the ShuA-Pb struc-
ture, 3 Pb’" ions are bound at the protein surface:
2 Pb*" ions are involved in intermolecular contacts (Fig.
1). One cation (occupancy: 1) interacts with two water
molecules and the Asp376, Asp454, and Asp455 carboxy-
late groups. The other (occupancy: 0.31) interacts with
the Glu2, Glul7, and Asp372 carboxylate groups and
with the Arg452 guanidinium group. The third Pb** ion
(occupancy: 0.26) is bound to the Asp378 carboxylate
group and Asp376 carbonyl group. Only the position
corresponding to the first site is occupied by Eu’* and

Table 11l
Sharp Phasing Statistics of [SeMet]-ShuA
|

[SeMet]-ShuA

Peak Inflection Remote
Resolution (A) 37.8-33
Phasing power 0.66 0.52 0.59
Reullis 0.89 0.94 0.94
FOM overall 0.30

Figure 1

View of the Pb** binding sites found at the surface of ShuA. The
residues involved in the Pb>" stabilization are colored in yellow and
green according to the symmetry related molecules. The water
molecules interacting with Pb’>" and ions are represented with spheres
colored in red and gray, respectively. [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

Tb>" in the crystals of ShuA-Eu and ShuA-Tb. A fourth
Pb*>" ion (occupancy: 0.37) is observed at the interface
of the plug and barrel domain.

The 3D structure of ShuA-Pb was solved at 2.6 A reso-
lution with R and Rfree2?9 factors of 23.7 and 28.6%,
respectively (Table IV). The ShuA construct encoded a 70
kDa mature protein (632 residues) and 602 side chains
were assigned. Electron density was observed for 621 resi-
dues. Electron density for residues of three extracellular
loops (loop L4, L5, and L10) was missing due to their

Table IV
Refinement and Model Statistics
]

Resolution range? (A) 19.94-2.60 (2.67-2.60)
Number of reflections used for Rcryst calculation® 29,458 (2218)
Number of reflections used for Rfree calculation® 1647 (119)

Data cutoff F/o¢ 0.0

Reryst value® (%) 23.74 (33.60)
Rfree value® (%) 28.58 (37.20)
Number of nonhydrogen protein atoms R 4757
Mean B factors, protein main chain atoms (A?) 58.7
Mean B factors, protein side chain atoms (AZ) 60.0
Ramachandran Plot

Residues in most favored regions (%) 85.7

Residues in additionally allowed regions (%) 13.2

Residues in generously allowed regions (%) 1.1

Residues in disallowed regions (%) 0.0
Rms differences from ideal geometry

Bond length (A) 0.012

Bond angle (°) 1.489

“Values indicated in parentheses correspond to the statistics in the highest
resolution shell. Reryst = ||Fobsl-IFcalc||/3" IFobsl. Rfree2? is the same as Reryst
but calculated for n % data omitted from the refinement where n is 5.0% for
ShuA.
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Figure 2

Overall structure of ShuA. (A) Stereoview of the structure. The plug and the barrel are pink and green colored, respectively. (B) View of the ShuA
structure. The side chains of the residues belonging to the TonB-box and lock region as well as the His86, His420, Phe421, Ile423, and Phe426 side
chains are represented. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

flexibility. One molecule of detergent used for crystalliza-
tion (octyl-B-p-glucopyrannoside) was observed in the
electron density. The overall B-factor average is 59.3 A%
85.7% residues are in the most favored regions of the
Ramachandran plot. No residue is found in disallowed
regions.

The overall 3D structure

ShuA displays the classical fold of the TBDTs. The C-
terminal domain is folded into a 22-stranded transmen-
brane B-barrel (Ser136 to Trp632) and the lumen is filled
with the N-terminal plug domain (Thrl to Gln135) (Fig.

2). The transmembrane antiparallel B-strands are con-
nected by long extracellular loops and periplasmic turns.
The root-mean-square deviation calculated with MSD-
fold30 between ShuA and the siderophore TBDTs goes
from 1.87 A (ShuA/FepA, PDB entry: 1FEP31) t0 2.2 A
(ShuA/FpvA, PDB entry: 1XKH32) and is 1.75 A with
BtuB (PDB entry: INQE33). The conserved interactions
between acid and basic residues from the barrel and plug
respectively,34 called lock region,3> involve Arg64,
Argl04 from the plug and Glu446 (B-strand 14), Asp503
(B-strand 16) in the B-barrel. The periplasmic N-termi-
nal TonB-box (Met4-TVTAT-Gly10) is well defined in the
electron density and is buried. At the extracellular face,
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Figure 3

The hydrogen bond networks involving His86. One network includes
His86, GIn615, Leu50, Asp51, and GIn228. The second network involves
His86, GIn228 Gly58, GIn59, and Arg43. His44, Asp583, and Pb>" are
also drawn. The hydrogen bonds are drawn in dashed lines. [Color
figure can be viewed in the online issue, which is available at
www.interscience.wiley.com. ]

His86 is located at the apex of the plug domain and is
exposed to the solvent. The second distal coordinating
residue of heme, His420, is located 9.86 A apart His86.
His420 is in one of the largest extracellular loop, the
loop L7. The loop L7 contains three hydrophobic resi-

dues exposed to the solvent: Phe421, Ile423, and Phe426
(Fig. 2). The FRAP and NPNL signatures of the heme
TBDTs30 begins (Phe406 to Pro409) and ends (Asn434-
Leu437) the loop L7, respectively. A Pb®" ion is at the
interface of the domains and interacts with the imidazole
and carboxylate groups of His44 and Asp583, respec-
tively.

The heme binding and transport

The heme transfer from hemoglobin and its binding at
the extracellular face of ShuA involve the conserved
His86 and His420.14 His86 is 9.86 A apart from His420.
Structural rearrangements are required for heme binding.
Due to its hydrophobic properties, the porphyring recog-
nition could involve Phe421 or Ile423 in the loop L7.
Ile423 is replaced by another hydrophobic residue in the
sequence alignments. The His86 side chain interacts with
the GIn228 side chain hydrogen bonded to the Gly58 car-
bonyl group. The GIn59 side chain shares a hydrogen
bond with the Arg43 guanidinium group conserved in
the sequence alignments (Fig. 3). An interaction network
is observed from residues of the loop containing Arg43
to the TonB-box, and involves hydrogen bonds as well as
van der Waals contacts (Fig. 4). The conserved lock
region which could play an important role for the open-
ing of a channel,3> participates to this network (Fig. 4).
GIn228 is also hydrogen bonded to the Asp51 side chain,
and the Leu50 carbonyl group interacts by hydrogen

Figure 4

Stereoview of the interaction network from His86 to the residues of the TonB-box. For clarity, only the plug and trace of residues surrounding
GIn228 were drawn. Argl04 and Val45 are represented in van der Waals spheres. The hydrogen bonds are drawn in dashed black lines.
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Figure 5

Sequence alignment deduced from the superposition of ShuA/HasR. The TonB-box is highlighted in yellow, the conserved distal histidine ligands of

heme are gray shaded. The FRAP and NPNL signatures and the residues 1nv01ved in the lock region are cyan and green shaded, respectlvely The

conserved residues are red shaded. The drawing was prepared with ESPr1pt

from the structure superimposition obtained using MSDFold.?

[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

Figure 6

Stereoview of the heme binding site of HasR (blue) superposed onto ShuA (pink). The heme is yellow colored. [Color figure can be viewed in the

online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]
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bond with the GIn615 side chain located at the apex of
the loop L11 (Fig. 3). The loop L11 closes a large cavity
from the extracellular face, whereas the bottom of the
cavity is closed from the periplasm by the loop contain-
ing Arg43 and His44. One Pb*" ion is in the cavity and
interacts with the His44 and Asp583 side chains (Fig. 3).
This Pb** binding site was free of Eu’" or Tb’" in the
electron density maps calculated from the diffraction
data collected with the ShuA crystals obtained by cocrys-
tallization with EuCl; or TbCl;. No transmembrane pore
is observed inside the barrel domain.

Structural comparisons with HasR

The overall fold of the TBDTs is well conserved, and
the structures superimpose with a RMS deviation of 1.91
A. The main structural differences are the length and ori-
entation of the extracellular loops from the plug and
B-barrel. Analyses of the resulting sequence alignment
(Fig. 5) show three large gaps resulting from three larger
extracellular loops (L2, L6, and L9) in HasR. The loops
L2, L6, and L9 are involved in the hemophore (HasA) or
HasA-Heme binding to HasR. In the sequence alignment,
the FRAP and NPNL signatures of heme TBDTs and
fingerprints of TBDTs are conserved. The TonB-box is
not defined in the electron density of HasR probably due
to the binding of HasA or HasA-Heme to HasR. The dis-
tal ligands of heme in HasR, His189, and His603, are at
the apex of the plug and in the loop L7, respectively. In
HasR-HasA-Heme, they are bound to heme and therefore
do not superimpose onto His86 and His420 of ShuA.
The extracellular loop L3 of ShuA contacts with heme
from HasR-HasA-Heme (Fig. 6). The conformational
changes of the plug, loop L3 and L7 in ShuA are neces-
sary for the heme binding as observed in the structure of
HasR-HasA-Heme.

DISCUSSION

The crystals of ShuA derivatives always diffracted the
X-rays better than the crystals of the native protein (3.5 A
resolution) and allowed for the structure determination
of ShuA at 2.6 A resolution. Similar results were obtained
with the ribosome.3”7 The positive heavy ions used to
crystallize ShuA decreased the crystal disorder by bridging
the molecules (Fig. 1) and strengthened the intermolecu-
lar interactions. The structure of ShuA displays a similar
fold to the 3D structures of siderophore and vitamin B12
TBDTs (Fig. 2). The B-strands of the B-barrel are con-
nected by long and flexible extracellular loops. The flexi-
bility was revealed by the lack of electron density in sev-
eral TBDTs (FepA,31 BtuB,33 FptA,38 CirA,39 and
FauAl0). The lengths of the extracellular loops from the
plug and barrel domain are the main structural differen-
ces between the TBDTs. As shown by several mutagenesis
experiments, the extracellular loops are involved in

transport.40 Their flexibility allows for the ligand recogni-
tion before binding into its binding pocket.

The heme binding pocket is not preformed at the
extracellular face of ShuA. After the transfer from hemo-
globin or directly by using free heme, the heme is bound
to two conserved and solvent exposed histidines, His86
and His420 apart from 9.86 A (Fig. 2). Therefore, a large
conformational change should occur. The ligand binding
pocket can be preformed as we observed it when struc-
tures of the unliganded TBDTs (FpvA, FhuA, or BtuB for
example) and iron-siderophore (or apo-siderophore or
vitamin B12) loaded TBDTs were compared. An induced
fit mechanism probably occurs in ShuA for the heme
binding (Fig. 6). The apex of the plug and loop L7 prob-
ably undergo a conformational change to coordinate
heme involving His86 and His420. The induced fit mech-
anism is strongly supported by the structural comparison
with HasR-HasA-Heme (Fig. 6). The upper part of the
loop L7 is hydrophobic and exposed to the solvent (Fig.
2). It could be involved to recognize heme whose por-
phyring ring is hydrophobic.

The plug domain separates the periplasmic space from
the extracellular medium and prevents the passive diffu-
sion of molecules through the TBDTs. Conformational
changes and energy are required for the transport. Energy
is provided by the energy-transducing complex TonB-
ExbB-ExbD of the inner membrane through an interac-
tion between the periplasmic part of TonB and the N-ter-
minal TonB-box of the TBDTs.4 In ShuA, the TonB-box
is buried (Fig. 2) and cannot interact with TonB. This
observation is not consistent with the biochemical results
obtained in binding assays between TonB and the apo
form of ShuA.l% The crystal structures of the loaded
FhuA and BtuB complexed to periplasmic part from
TonB were solved.#1:42 Therefore, either the fold of the
TonB-box observed in our crystal structure was con-
strained by the crystallization conditions as it was also
shown for BtuB using EPR43 or the complex studied in
solution resulted from nonspecific interactions between
TonB and ShuA. In FhuA,44’45 FecA,34’46 and PpVA47 a
large conformational change of the N-terminal part con-
taining the TonB-box occurs to interact with TonB upon
the ferri-siderophore binding. In HasR-HasA-Heme,lO
the N-terminal part containing the TonB-box was not
observed in the electron density due to its flexibility.
Upon the heme binding, the conformational change of
the TonB-box probably occurs in ShuA for interacting
with the perisplasmic part of TonB.

The structural comparison with HasR suggested a con-
formational change of His86 and surrounding residues
upon the heme binding. His86 is involved in two hydro-
gen bond networks. One hydrogen bond network goes
from His86 to the conserved Arg43 located in a loop
containing His44, Val45, Pro46, and Gly47. The second
hydrogen bond network goes from His86 to the con-
served GIn615 in loop L11 (Fig. 3). The loop L11 closes
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a large cavity from the extracellular face and the bottom
of the cavity is closed from the periplasm by the loop
containing Arg43 and His44. The movement of both
loop could be triggered upon the hydrogen bond pertur-
bation due to the heme binding and transmitted to resi-
dues in their vicinity such as the conserved Agr64. Arg64
is involved in the lock region together with Argl04,
Glu446, and Asp503. The lock region could be involved
for the opening of a channel.35 Arg64 interacts with a
water molecule (B = 26.61 A, overall B-factor average:
59.3 A% hydrogen bonded to the Gly47 carbonyl group.
The movement of Arg64 could disturb the lock region
and surrounding interactions such as those of Glul0l
with Thr5, Val6, and Thr7 from the TonB-box (Fig. 6).
This pathway for the signal transduction could lead to
the conformational change of the TonB-box for interact-
ing with TonB. Since, no transmembrane pore Iis
observed in ShuA for the heme transfer, energy would
allow for conformational changes of the plug to deliver
heme to the periplasmic heme binding protein ShuT,
which binds and transports heme to the ABC transporter
ShuU/ShuV of the inner membrane.48
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4 Etudes fonctionnelles et structurales du

transporteur de [I’énantiopyochéline, FetA, chez

Pseudomonas fluorescens

4.1 Introduction

P. fluorescens infecte généralement les produits laitiers, en raison de sa
présence dans les sols dédiés a I'élevage bovin. Un fromage italien a défrayé la
chronique il y a quelques années, lorsqu’'un consommateur a déballé un produit
ayant viré au bleu, couleur attribuée a une contamination par P. fluorescens.

P. aeruginosa et P. fluorescens produisent et sécrétent la pyochéline (Pch).
Ce sidérophore a la particularité de posséder trois centres asymétriques (Figure 63)
et chacune des souches produit un énantiomére spécifique. P. aeruginosa produit la
pyochéline alors que P. fluorescens produit I'énantiopyochéline (EPch) (Figure 63)
(Tseng et al., 2006 ; Youard et al., 2007). Chacun de ces énantiomeres est reconnu
et transporté par un TBDT spécifique, FptA chez P. aeruginosa et FetA chez P.

fluorescens.

P. aeruginosa P. fluorescens

OH OH
HiC HiC
\ COOH \ o
N H N R i HoN R
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Figure 63 : Structure de la pyochéline et de I’énantiopyochéline

La pyochéline est un sidérophore ayant trois centres asymétriques (rouge). P. aeruginosa produit et
sécrete la pyochéline, P. fluorescens produit I'énantiopyochéline (A). Ces sidérophores sont deux
énantiomeres, image I'un de l'autre dans un miroir (B).
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Au laboratoire des études de liaison de ligand a I'équilibre ont montré qu’il
existait une reconnaissance spécifique de ces sidérophores par leurs transporteurs
(Hoegy et al., 2009). Ces transporteurs seraient donc capables de discriminer deux
sidérophores énantiomeres. La structure du transporteur FptA a été résolue au
laboratoire & une résolution de 2 A, en 2005. Cette protéine adopte la structure
classique des TBDT, elle est composée de deux domaines : un tonneau 3 et un
domaine bouchon (Cobessi et al., 2005a). La poche de fixation du complexe Pch-Fe
est localisée sur la face extracellulaire du transporteur. Elle se compose de résidus
hydrophobes ou aromatiques, compatibles avec le caractére hydrophobe de ce
sidérophore (Cobessi et al., 2005a). Dans cette étude, I'objectif était d’obtenir la
structure tridimensionnelle du transporteur FetA en complexe avec 'EPch-Fe afin

d’élucider la base de cette énantiosélectivité.

4.2 Approches expérimentales

Pour I'étude structurale et fonctionnelle de ce transporteur, la méthode mise
au point précédemment a été utilisée (Brillet et al., 2009a). Dans le cadre de ce
projet, la construction de la souche permettant la surexpression de la protéine FetA a
eté effectuée dans le laboratoire du Dr Cornelia REIMMANN, a I'Université de
Lausanne — Suisse. Des résidus clés pouvant interagir avec 'EPch ont été identifiés
grace a l'analyse de la structure. L’insertion de I'étiquette histidine dans la boucle L5
du transporteur FetA, ainsi que les mutants FetArgia et FetAyszoa, Ont été réalisés par
mutagéneése dirigée. Une fois construits, les plasmides ont été transformés dans une
souche de P. fluorescens, délétée au niveau du géne fetA.

Grace a ces souches, jai produit et purifié la protéine FetA-Hisg, puis réalisé
un échange de détergent par ultrafiltration. Le criblage des conditions initiales de
cristallisation a été effectué sur quatre matrices clairsemées en présence de
différents détergents : CgEs 0,75% (m/v), CsEs 0,75%, OG 1,4%, LDAO 0,06%,
CHESO 1,2% et CHESO 1,8% soit 2 304 conditions, avant de passer a I'optimisation
manuelle en plaques 24 puits. A partir d’'un cristal obtenu avec le détergent CgEs, un
jeu de données a été collecté sur la ligne BM30A a 'ESRF a une résolution de 3,2 A.
La structure a été résolue par remplacement moléculaire en utilisant les coordonnées
atomiques de FhuA (PDB 1BY3), par le Dr David COBESSI. Sur les mutants

ponctuels du transporteur FetAroia et FetAvszoa, jai réalisé des expériences de
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liaison de ligand a I'équilibre afin d’évaluer I'implication de ces différents résidus dans
l'interaction avec le complexe EPch-Fe. Pour cela, jai préparé un complexe
EPch-°Fe (2:1). La mesure de la quantit¢ de radioligand fixé a été réalisée sur
chacun des mutants et sur la souche sauvage exprimant le transporteur natif. La
régression linéaire, selon la méthode de Scatchard, m’a ensuite permis de calculer et
de comparer les affinités respectives. En complément, des expériences de
« Docking » de la pyochéline et de I'énantiopyochéline ont été effectuées sur les
transporteurs FptA et FetA, par le Dr Didier ROGNAN a la Faculté de Pharmacie —
llikirch, afin d’analyser I'énantiosélectivité de ces transporteurs.

4.3 Reésultats

La production et les expériences de purification m’ont permis d’obtenir la
protéine FetA avec un trés bon niveau de pureté aprés I'étape de gel filtration et un
rendement final de 1,1 mg.L™" de culture.

C,E, 0,75 % 0G1,4% CHESO 1,2 %
HEONa 0.1 M, MES 0,1 MpH 6.5, Tris-HCI 0,1 MpH 8.5,

NaCl2 M PEG 400 10.5% Na/K tartrate 0,1 M,
MgSO0, 05 M
E

CHESO 1,2 % LDAO 0,06 %
Tris-HCI 0,1 M pH 85, CH,CONa0.1MpH 4.6,
NaiK tartrate 0,1 M, CL, 03 M
MgSO, 0.4 M PEG 400 20%
EG 20%

C,E 0,75%
Trisodium citrate 0.1 M pH 5.6,
LiSO, 0,1 M
PEG 1500 14%
Glycérol 20%

Figure 64 : Cristallisation du complexe FetA-EPch-Fe, quelques exemples de cristaux obtenus
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Apres avoir échangé le détergent, j'ai concentré et chargé la protéine avec le
complexe EPch-Fe pour obtenir une concentration finale a 10 mg.mL'1, dans un
tampon Tris-HCI 10 mM pH 8, CgEs 0,75% (m/v). De nombreux cristaux ont été
obtenus avec les différents détergents (Figure 64), malheureusement la plupart ne
diffractaient pas ou peu les rayons X. La structure du complexe FetA-EPch-Fe a
finalement été résolue avec la forme cristalline obtenue en présence de trisodium
citrate 0,1 M pH 5,6 (Na3C¢Hs07), LiSO4 0,1 M, PEG 1500 14% (m/v) et de glycérol
20% (v/v) (Figure 64F).

L’analyse de la structure de FetA-EPch-Fe montre que ce transporteur adopte
le repliement classique des protéines de la famille des TBDT : un tonneau 8 (résidus
Lys-160 a Trp-698) et un domaine bouchon en position N-terminale (résidus Pro-23 a
Asp-159) (Figure 65). Le domaine bouchon se compose d’un feuillet a quatre brins
et de deux hélices a. Comme les autres TBDT, les brins § du tonneau sont
connectés par dix coudes courts périplasmiques et onze longues boucles
extracellulaires qui participent probablement a la liaison et au transport du complexe
EPch-Fe (Figure 65). Les premiers résidus contenant la boite TonB ne sont pas
définis dans la densité électronique.

Figure 65 : Représentation de la structure du transporteur FetA en complexe avec 'EPch-Fe

Représentation de la structure de FetA-EPch-Fe, vue de face (A) et vue de dessus (B). Le tonneau f3
est représenté en cyan, le domaine bouchon en magenta et I'énantiopyochéline ferrique en sphéres
de van der Waals.
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La stoechiométrie du complexe EPch-Fe ou Pch-Fe est de 2:1. Au niveau de
la face extracellulaire de FetA, le complexe EPch-Fe a été placé dans la densité
électronique mais seulement une molécule d’EPch peut étre attribuée, le reste de la
densité est conféré a un autre chélateur provenant de la condition de cristallisation :
le citrate (Figure 3, publication n°3). La poche de fixation du ligand ferrique est
composée majoritairement de résidus hydrophobes du tonneau et du domaine
bouchon (Figure 4, publication n°3). Deux résidus principaux semblent interagir avec
la molécule d’EPch: Tyr-370 et Arg-91. Afin de vérifier, leur implication dans la
reconnaissance du sidérophore, ces deux résidus ont été mutés et jai effectué des
études de liaison de ligand a I'équilibre qui ont permis de montrer que la mutation de
la Tyr-370 affecte la liaison d’un facteur 3, alors que la mutation de I’Arg-91 abolit
totalement la liaison de 'EPch-"°Fe (Figure 66). Ces résultats montrent que '’Arg-91
a un réle clé dans la reconnaissance spécifique de I'énantiopyochéline. Les autres
interactions avec le ferri-sidérophore mettent en jeu des contacts par interactions de

van der Waals, notamment la Tyr-370.

0.25

—— A WT
e otA Y370A

0.20+ ©

0.154
] Figure 66 : Expérience de liaison de ligand
] a I’équilibre sur les mutants FetA
0.10 4
] L’analyse de liaison de ligand a I'équilibre par
la méthode de Scatchard a été réalisée sur le
récepteur FetA sauvage (« WT », rouge) et sur
deux mutants ponctuels Rg;A et Ysz0A (bleu).
La régression linéaire montre que la mutation

%Fe Lié / >°Fe Libre

0.05

0.00

0 005 01 015 02 025 03 035 04 de la Tyr-370 affecte la liaison d’un facteur 3,
i r alors que la mutation R91A abolit totalement la
Fe Lie (nm) liaison du complexe EPch-"’Fe.

Kd (nM) Ecart type

FetAWT 2,41 +0,39
FetARgm Pas de liaison
FetA 7,53 +0,75

Y370A

Les transporteurs FptA et FetA partagent 25% d’identité de séquence et la
superposition des structures donne une déviation standard moyenne de 1,77 A. Au

niveau des poches de liaison, EPch-Fe et Pch-Fe se superposent partiellement
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(Figure 67A). Les deux poches de liaison sont plutdét hydrophobes. Elles impliquent
des résidus du tonneau 3 et du domaine bouchon mais aucun résidu n’est conserve.
Globalement, le complexe Pch-Fe est stabilisé dans la poche de fixation du
transporteur FptA grace a trois résidus principaux appartenant a une boucle apicale
du domaine bouchon : Phe-114, Leu-116 et Leu-117 (Figure 67B). En revanche,
'EPch-Fe est principalement immobilisé par I'Arg-91, de la premiére boucle du

domaine bouchon de FetA (Figure 67C).

Figure 67 : Superposition des structures FetA-EPch-Fe et FptA-Pch-Fe au niveau de leur poche
de liaison

Superposition des structures de FetA-EPch-Fe et FptA-Pch-Fe (PDB 1XKW), au niveau de la poche
de liaison du ferri-sidérophore (A). Le complexe Pch-Fe est stabilisé par trois résidus principaux du
domaine bouchon : Phe-114, Leu-116 et Leu-117 (B). En revanche, le complexe EPch-Fe est
immobilisé par un résidu principal, '’Arg-91 du domaine bouchon (C).

Dans la poche de fixation, le second chélateur de I'atome de fer est exposé au
solvant. Dans les deux structures, il est remplacé soit par I'éthylene glycol
(FptA-Pch-Fe-EG) soit par le citrate (FetA-EPch-Fe-citrate) qui sont présents dans la
condition de cristallisation, a forte concentration. La superposition des complexes
chélateurs-fer montrent que le citrate et I'éthyléne glycol sont dans des positions

opposeées, dues a la configuration des centres asymétriques C2” et C4” (Figure 68).
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c4”

Figure 68 : Superposition des complexes EPch-Fe-citrate et Pch-Fe-EG

Superposition des complexes EPch-Fe-citrate (vert) et Pch-Fe-éthylene glycol (jaune) issus des
structures holo de FetA et FptA. Les positions opposées des seconds chélateurs, provenant de la
condition de cristallisation, sont imposées par les configurations des deux carbones asymétriques en
position C2” et C4”.

Les expériences de « docking » montrent que les liaisons hydrogéne cruciales
avec les résidus Leu-116 et Leu-117 de FptA et 'Arg-91 de FetA ne sont plus
observées lorsque l'on place le mauvais énantiomere dans la structure du

transporteur. Ces résultats sont le reflet d’'une haute énantiosélectivité.

4.4 Conclusion

La chiralité des molécules est essentielle dans la chimie du vivant. Plusieurs
exemples de stéréospécificité dans le transport du fer par les sidérophores ont déja
été décrits, cependant aucune donnée structurale n’était disponible jusqu’ici pour
expliquer cette sélectivite. Ce travaill a permis d'étudier la spécificité de
reconnaissance de deux énantioméres de la pyochéline par leur TBDT spécifique.
Les transporteurs FetA et FptA partagent 25% d’identité de séquence, les poches de
fixation des ligands se superposent partiellement et les résidus impliqués présentent
les mémes caractéristiques physico-chimiques. L’analyse des structures de
FetA-EPch-Fe et FptA-Pch-Fe montre qu’un seul sidérophore est nécessaire pour la
reconnaissance specifique. Au niveau du sidérophore, la géométrie cis des
hydrogénes H2” et H4” permet d’obtenir une chélation optimale du fer (Hoegy et al.,

2009). Les expériences de docking réalisées sur FptA et FetA montrent que la
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configuration des centres C2” et C4”, qui imposent la géométrie de la molécule,
permettent une reconnaissance spécifique du ligand, alors que la configuration du
centre C4’ a peu d’influence. Les expériences de mutagénese et surtout de
« docking » montrent le role clé des liaisons hydrogene entre le sidérophore et des
résidus spécifiques de chacun des TBDT. Finalement, I'analyse des structures, les
expériences de liaison de ligands a I'équilibre et de docking montrent que la
spécificité de liaison est basée essentiellement sur le centre C4” qui porte un groupe
carboxyle impliqué dans la formation de liaisons hydrogéne avec les résidus clés du
domaine bouchon de chacun des TBDT. L’'évolution a permis de générer deux
systémes bien distincts probablement pour pallier a la compétition qui existe entre
les bactéries pour l'utilisation de sidérophores exogénes. Ces résultats ont été les
premiers a mettre en évidence deux transporteurs dont I'énantiosélectivité a été
caractérisée au niveau structural.

L’ensemble de ces données a été publié dans le journal J. Am. Chem. Soc.
en 2011 (Publication n°3 (Brillet et al., 2011)), et la structure a été déposée dans la
PDB sous le code 3QLB.
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4.5 Publication : Brillet et al., 2011, J Am Chem Soc

Brillet, K., Reimmann, C., Mislin, G. L., Noel, S., Rognan, D., Schalk, I. J., Cobessi,
D. Pyochelin enantiomers and their outer membrane siderophore transporters in

fluorescent pseudomonads: structural bases for unique enantiospecific recognition. J
Am Chem Soc, 2011, Vol 133, n° 41, p. 16503-16509.
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ABSTRACT: Pyochelin (Pch) and enantiopyochelin (EPch) are en-
antiomeric siderophores, with three chiral centers, produced under iron
limitation conditions by Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas
fluorescens, respectively. After iron chelation in the extracellular medium,
Pch—Fe and EPch—Fe are recognized and transported by their specific
outer-membrane transporters: FptA in P. aeruginosa and FetA in
P. fluorescens. Structural analysis of FetA—EPch—Fe and FptA—Pch—

Fe, combined with mutagenesis and docking studies revealed the

structural basis of the stereospecific recognition of these enantiomers by their respective transporters. Whereas FetA and FptA
have alow sequence identity but high structural homology, the Pch and EPch binding pockets do not share any structural homology,
but display similar physicochemical properties. The stereospecific recognition of both enantiomers by their corresponding
transporters is imposed by the configuration of the siderophore’s C4” and C2” chiral centers. This recognition involves specific
hydrogen bonds between the Arg91 guanidinium group and EPch—Fe for FetA and between the Leul17—Leul16 main chain and
Pch—Fe for FptA. FetA and FptA are the first membrane receptors to be structurally described with opposite binding enantio-
selectivities for their ligands, giving insights into the structural basis of their enantiospecificity.

B INTRODUCTION

Under conditions of iron limitation, pseudomonads produce
and secrete iron-chelating compounds called siderophores into
their environment.' These compounds bind ferric iron with high
affinity and transport it back into the bacterial cells, via specific
TonB-dependent transporters (TBDTs).” This uptake process is
an energy-consuming mechanism involving interactions between a
small periplasmic region of the TBDT called the TonB-box and the
TonB—ExbB—ExbD complex located in the inner membrane?

Pyochelin (Pch) is a siderophore isolated from iron-deficient
cultures of Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692 (strain PAO1),
and its structure was established as 2/-(2-hydroxyphenyl)-3"-
methyl-4",5",2",3" 4" 5" -hexahydro-[4’,2" ]bithiazolyl-4"-car-
boxylic acid.*® Pch presents three chiral centers at the C4’, C2”,
and C4” positions and is extracted as a mixture of two inter-
convertible diastereoisomers whose absolute configuration are
4R2"R4"R (Pch 1) and 4'R2"S,4"R (Pch 11).° Iron(III) and
zinc(1l) were shown to induce a shift from Pch II to Pch I by

v ACS Publications ©2011 American chemical Society

converting the S configuration of the C2" chiral center into the
R conﬁguration.7’8 Pch chelates Fe** with a 2:1 (Pch/Fe(111))
stoichiometry,”” with one molecule of Pch tetradentately co-
ordinated to Fe** and the second molecule bound bidentately to
complete the hexacoordinate octahedral geometry.” Enantiopyo-
chelin (EPch), the enantiomer of Pch, was isolated from Pseu-
domonas fluorescens as a mixture of the two diastereoisomers with
absolute configurations established as 4'S,2"S,4”S (EPch I) and
4'82"R4"S (EPch II) (Figure 1).'° It is likely that the metal-
induced epimerization of the C2” chiral center, observed for the
natural Pch diastereoisomers pair, exists also for the two EPch
diastereoisomers. For the sake of clarity, in the present article, the
terms Pch and EPch thus refer, respectively, to the enantiomers
Pch I and EPch I who are predominant in the presence of
iron(III).
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Figure 1. Structures, and absolute configurations, of naturally occurring
diastereoisomers of pyochelin (Pch I/Pch II) and enantiopyochelin
(EPch I/EPch II) siderophores of, respectively, P. aeruginosa and
P. fluorescens. The metal-induced epimerization (M"") on the C2” posi-
tion has only been shown for Pch.

Pch—Fe and EPch—Fe are specifically recognized and trans-
ported by the outer-membrane transporters FptA expressed by
P. aeruginosa and FetA expressed by P. fluorescens.”' Binding
and iron uptake assays showed that FptA recognized (Kq=2.5 +
1.1 nM) and transported Pch—Fe but failed to do so with
EPch—Fe. Correspondingly, FetA was specific for EPch—Fe
(K4 = 3.7 & 2.1 nM) but did not interact with Pch—Fe. Growth
promotion experiments performed under conditions of iron
limitation confirmed that FptA and FetA were highly specific
for Pch and EPch, respectively, and were able to discriminate the
two enantiomers.'>

The crystal structure of FptA loaded with Pch—Fe
(Figure 2A) was solved at 2 A resolution.'® FptA, as all TBDTs,
can be divided into two domains: a 22 [3-stranded transmem-
brane barrel which is occluded by the N-terminal domain, also
called the plug domain. The Pch—Fe binding pocket is on the
extracellular face and is mainly composed of hydrophobic and
aromatic residues from the plug and the barrel, consistent with
the hydrophobicity of Pch. In the crystal structure, Pch provided
a tetradendate coordination of iron and the remaining bidentate
coordination was provided by ethylene glycol used in the crystal-
lization condition. This suggested that only one Pch molecule is
necessary for recognition by FptA."* In addition, binding assays
and docking experiments using synthetic Pch analogues showed
that the specific recognition of Pch—Fe by FptA was probably
due to the configuration of the C4” and C2” chiral centers, and
was weakly dependent on the configuration of the C4' carbon
atom."*

In the present study, we solved the three-dimensional (3D)
structure of FetA bound to EPch—Fe at 3.2 A resolution. The
structural comparison of FetA and FptA binding pockets com-
bined with molecular biology and docking experiments identified
the molecular basis of the enantiospecific recognition in the
Pch/FptA and EPch/FetA ligand/receptor pairs. Although
stereospecific recognition between chiral siderophores and their
outer-membrane receptor has already been described,'> >* the
enantiospecific discrimination of Pch and EPch by the FptA and
FetA receptors is unique in bacterial iron uptake systems.

B RESULTS

Construction and in Vivo Activity of Histidine-Tagged
FetA. Using our cloning-to-crystallization protocol for TBDTs,*
we constructed a FetA derivative with a histidine tag in extra-
cellular loop § to facilitate subsequent protein purification by

Figure 2. (A) FptA overall structure.'® The plug and the f-barrel
are shown in red and green color. Pch—Fe—ethylene glycol is displayed
in van der Waals spheres. (B) FetA overall structure. The plug and the f3-
barrel are shown in purple and cyan color. EPch—Fe—citrate is displayed
in van der Waals spheres.

affinity. To verify the biological activity of histidine-tagged FetA,
we tested whether pME7583, which expresses the tagged fetA
gene regulated by the tac promoter, would be able to comple-
ment a fetA mutation in P. fluorescens for growth promotion by
EPch. Supporting Information Figure S1 shows that unmodified
M9—glycerol medium contained sufficient iron to support growth
of the siderophore-negative P. fluorescens strain CHA1085 and
its fetA-deletion derivative CHA1169. However, no strain could
grow when the iron chelator 2,2-dipyridyl was added to the
medium. Addition of EPch restored growth in CHA108S and in
the strain expressing the His-tagged FetA (CHA1169 carrying
pME7583), whereas the siderophore did not promote growth in
the plasmid-free CHAI1169 strain. FetA is thus essen-
tial for EPch-mediated iron uptake in P. fluorescens as reported
previously,">"> and the histidine-tagged FetA protein is active
in vivo.

FetA Overall Structure. The asymmetric unit contained two
monomers of FetA. Apart from the Ser577—Lys585 loop, they
superimposed with a 0.56 A rmsd value and interacted by the
membrane part. FetA is folded into two domains: a C-terminal
22-stranded [3-barrel (residues Lys160—Trp698) whose lumen is
occluded by an N-terminal plug domain (residues Pro23—
Asp159) (Figure 2B). The plug domain is composed by a mixed
four-stranded f3-sheet and contained two a-helices. It is stabilized
into the lumen of the 3-barrel by numerous hydrogen bonds and
van der Waals contacts. The [-strands of the transmembrane
p-barrel are connected by periplasmic turns and long extracel-
lular loops that probably participate to binding and transport of
the ligand. The first 22 residues containing the TonB-box and
histidines originating from the tag inserted into extracellular loop
LS were not observed in the electron density. One sulfate ion was
bound to FetA and stabilized by Arg330, Arg332, and Tyr371.
The rmsd values calculated using SSM** range from 1.40 A
(FetA/FhuA, PDB entry 1BYS™) up to 2.67 A (FetA/FepA,
PDB entry 1FEP?®), from comparison with the other TBDTS of
known structure.

EPch—Fe Binding Pocket in FetA. A large peak of positive
electron density corresponding to the ligand was observed at the
FetA extracellular face. Iron was first placed, and using the phases
calculated from FetA—Fe, two sulfur atoms were added into the
Fo—Fc electron density map after contouring the map beyond
90. EPch—Fe was positioned into the electron density based
on the sulfur atoms and iron positions, resulting in positive
electron density corresponding to a second chelating molecule
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Figure 3. Resulting electron density map of the ligand binding site.
FetA is shown as a ribbon. EPch—Fe—citrate is superposed onto the
2FoFc electron density map contoured at 1.20.

(Supporting Information Figure S2). However, this density
could not be attributed to another EPch molecule. Citrate, an
iron chelating agent, used in the crystallization conditions was
added to the model (Figure 3). After refinement, the B-factors
average for citrate was higher than that for EPch—Fe (79.90
vs 65.97 A%; B-factor average EPch—Fe—citrate, 71.15 A%). This
suggests dlsorder resulting from its solvent exposure and the
absence of interaction with FetA, apart from Arg24S (B-factor
average, 78.24 A% B-factor overall, 70.50 A”) also exposed to
solvent. The electron density of Arg245 was different between
both molecules in the asymmetric unit suggesting flexibility.

The binding pocket is located at the extracellular face and
is composed mainly of hydrophobic residues from the plug
and barrel domain. EPch—Fe is stabilized by several van der
Waals interactions (distances less than 4 A calculated with
PDBeMotif*”) with Phe92, GInl117, Trp119, Pro244, Arg24s,
Ser313, Tyr329, Phe331, and Tyr370 whose hydroxyl group is
3.2 A apart from the sulfur atom of the thiazolin ring (Figure 4
and Supporting Information Table S1).

A hydrogen bond is also observed between the carboxylate
group of thiazolidin ring and the Arg91 side chain (Figure 4).
Although the Tyr370 hydroxyl group is 3.2 A apart from the
sulfur atom of the thiazolin ring of EPchFe, both entities appear
to be not well-oriented to be involved in a hydrogen bond. Arg91
and Tyr370 were mutated to Ala to evaluate their importance in
the binding of EPch—Fe. In the case of FetAgo a, this mutation
resulted in a loss of binding of EPch—"°Fe, indicating that Arg91
has a key role in the positioning of the ferrisiderophore into the
binding pocket. However, with FetAy3-0,, this mutation resulted
in only a 3-fold increase in dissociation constant (Kgq = 2.4 +
0.4 nM for FetA and Ky = 7.5 & 0.7 nM for FetAysy04), sug-
gesting a less important role for Tyr370. Therefore, there is no
other hydrogen bond than that between Arg91/EPch—Fe which
may contribute strongly to the overall binding affinity. The other
stabilizing contacts are van der Waals interactions between
EPch—Fe and several residues of the binding site like Tyr370
(Supporting Information Table S1). The topology of the binding
pocket was compared with the structures from PDB using RAS-
MOT3D*® and PDBeMotif*” at EBI, and no identical binding
site was found in any of the proteins of known structure.

Comparison of FetA with FptA. The structure-based se-
quence alignment between FetA and FptA showed a sequence

Figure 4. View of the EPch—Fe binding pocket of FetA. EPch—Fe,
Arg91, Phe92, GInl17, Trpll9, Pro244, Arg24S, Ser313, Tyr329,
Phe331, and Tyr370 are displayed as sticks. The hydrogen bond
between Arg91 and EPch is represented by a dashed line. For clarity,
citrate was removed.

// o 1.\

Figure 5. Superimposition of FetA—EPch—Fe and FptA—Pch—Fe
showing the location of the ligands. FptA and FetA are colored yellow
and cyan, respectively. The Pch and EPch carbon atoms are colored
yellow and cyan, respectively.

identity of 25.1% (Supporting Information Figure S3A). FptA
(Figure 2A) and FetA (Figure 2B) superimposed with an rmsd
value of 1.77 A (Supporting Information Figure S3, parts B
and C), and their PchFe and EPchFe ligands partly overlapped
(Figure 5). In both structures, the binding pocket is hydrophobic
and delineated by residues from the plug and f3-barrel domains,
but none of these residues are conserved (Supporting Infor-
mation Figure S3, parts A and D). Pch—Fe bound to FptA is
stabilized by Phel14, Leul16, and Leull17, which belong to an
apical loop of the plug domain. In FetA, Arg91 from the first
apical loop and GIn117 as well as Trp119 from the second apical
loop are part of the binding pocket (Figure 4). Phe331 of FetA
superimposes onto Tyr356 of FptA, and Tyr370 located in the
f-strand 39 of FetA superimposed onto Glu395 of FptA, which is
involved in the stabilization of PchFe. In both cases, only one
Pch—Fe or EPch—Fe molecule is inside the binding pocket and
the second iron-chelating molecule originating from the crystal-
lization solutions is always exposed toward the solvent. Ethy-
lene glycol and citrate are bound to Fe instead of Pch and EPch
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Table 1. Docking Statistics of Pch—Fe and EPch—Fe to the
X-ray Structures of FptA and FetA

outer-membrane transporter

FptA FetA
GOLD rmsd, GOLD rmsd,
ligand score”  Tc—IFP AC score  Tc—IFP? A°
Pch—Fe 53.16 0.81 0.40 46.96 0.55
EPch—Fe 52.11 0.72 58.96 0.87 1.59

“Docking score using standard GOLD v5.0°® docking settings. ® Simi-
larity of the protein—ligand interaction fingerprint (expressed by the Tc
Tanimoto coefficient) to that of the FptA—Pch—Fe X-ray structure, as
measured by the IEP®° program. “ Root-mean-square deviation (heavy
atoms) to the X-ray pose of FptA-bound Pch—Fe. ¢ Similarity of the
protein—ligand interaction fingerprint (expressed by the Tc Tanimoto
coefficient) to that of the FetA—EPch—Fe X-ray structure, as measured
by the IFP program. ° Root-mean-square deviation (heavy atoms) to the
X-ray pose of FetA-bound EPch—Fe.

because they are in crystallization solutions at concentrations
higher than those of EPch or Pch. Since they are also metal
chelators, they compete with Pch and EPch for iron binding.
Superimposition of EPch—Fe—citrate and Pch—Fe—ethylene
glycol showed that citrate and ethylene glycol are in opposite
positions to each other, which is due to the configuration of the
C2" and C4” chiral centers in Pch and EPch (Supporting Infor-
mation Figure S4). Despite the different amino acid contents of
the siderophore binding sites in FetA and FptA, and the different
ways of binding the corresponding ferrisiderophore, the 3D phy-
sicochemical properties like volume, buriedness, curvature, and
balance between hydrophilic and hydrophobic properties of
both binding pockets are very similar according to SiteAlign’
(d1 score = 0.58; d2 score = 0.17) and FuzCav’® (similarity =
0.218). This is probably related to the common form and
hydrophobicity of the two ligands.

Ligand Docking. Pch—Fe and EPch—Fe could be redocked
into the X-ray structures of FptA and FetA with low rms devia-
tions to protein-bound ligand X-ray coordinates and high inter-
action fingerprint similarity (Table 1). Cross-docking of Pch—Fe
in FetA (Figure 6A) and of EPch—Fe in FptA (Figure 6B) led
to slightly lower docking scores and much lower interaction
fingerprint similarities. In both cases, crucial hydrogen bonds to
Leull6 and Leull7 main chain nitrogen atoms (in FptA) or
Arg91 side chain (in FetA) could not be found when docking the
wrong enantiomer.

W DISCUSSION

Although the origin of chirality in biomolecules remains
unclear, this structural property is essential to the chemistry of
life.*" Stereospecific interactions between ligands and receptors
are involved in many crucial biological processes. Understanding
the structural basis of interactions between proteins and chiral
ligands is therefore not only a fascinating topic in the field of pro-
tein chemistry but also has tremendous implications in pharma-
cology and drug design.”

In this context, we investigated the stereospecific interaction
of an enantiomeric ligand pair (Pch and EPch) with their cognate
receptors (FptA and FetA). Although FptA and FetA share
only 25.1% identical amino acids (Supporting Information
Figure S3A), both transporters adopt the classical fold of TBDTs

B

Figure 6. Docking of Pch—Fe and EPch—Fe on FetA (A) and FptA (B)
binding sites, respectively. (A) Predicted binding mode of Pch—Fe
(orange carbon atoms) and EPch—Fe (green carbon atoms) to the X-ray
structure of FptA (cyan ribbons). The X-ray pose of FptA-bound
Pch—Fe (yellow carbon atoms) is shown for comparison. FptA residues
lining the Pch binding site are displayed as white carbon atoms. Iron
atoms are indicated by magenta balls. Nitrogen, oxygen, and sulfur atoms
are colored in blue, red, and yellow, respectively. (B) Predicted binding
mode of Pch—Fe (orange carbon atoms) and EPch—Fe (green carbon
atoms) to the X-ray structure of FetA (cyan ribbons). The X-ray pose of
FetA-bound EPch—Fe (yellow carbon atoms) is shown for comparison.
FetA residues lining the EPch binding site are displayed as white carbon
atoms. Iron atoms are indicated by magenta balls. Nitrogen, oxygen, and
sulfur atoms are colored in blue, red, and yellow, respectively.

(Figure 2). In both cases, only one siderophore molecule was
observed in the electron density map at the extracellular face of
the receptor. EPch and Pch thus provide the tetradendate co-
ordination to iron and the remaining two coordination bonds are
ensured by another ligand. In the crystal structures of FptA'® and
FetA (the present study), this ligand originated from the crystal-
lization conditions as the binding pockets of both receptors
occupied by their cognate ferrisiderophore are accessible to the
solvent. In vivo, this ligand may be a second siderophore or
another chelator present in the environment. Indeed, we pre-
viously showed that a mixed complex of Pch, iron, and cepa-
bactin® (a siderophore produced by Burkholderia cepacia) can
bind to FptA.14 Therefore, only one Pch or EPch molecule
is likely to be necessary for recognition by FptA or FetA,
respectively.

The main differences between FetA and FptA are the amino
acid composition of the ferrisiderophore binding pocket and
their interactions with Pch—Fe or EPch—Fe. Despite these

16506 dx.doi.org/10.1021/ja205504z |J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 16503-16509



Journal of the American Chemical Society

differences, both binding sites were seen to partly overlap, when
FetA was superimposed onto FptA, and they have similar 3D
physicochemical properties and a common form. Due to the
opposite configuration of the two chiral centers C2” and C4”,
EPch—Fe and Pch—Fe are observed in different orientations
within the binding pockets (Figure 4). However, in both cases,
the carboxylate group of the siderophores interacted via hydro-
gen bonds with residues of the plug domain: the Arg91 guani-
dinium group in FetA and the Leul16 and Leull7 nitrogen in
FptA."> Mutagenesis experiments and docking assays confirmed
that these hydrogen bonds are essential for the specific interac-
tions between the two siderophores and their receptor. Despite
the similar physicochemical properties of the binding pocket, two
different interaction networks therefore allow FetA and FptA to
discriminate the enantiomeric ferrisiderophores where config-
uration of the C2” and C4” chiral centers is crucial for receptor
specificity. Indeed, the C4” chiral center bears the carboxylate
group involved in the hydrogen bond for the siderophore binding
to its specific receptor, and a cis geometry for the two hydrogen
atoms on the C4” and C2” position is necessary for an optimal
iron(III) chelation.

During the course of evolution, two transporters have prob-
ably been selected with low sequence identity but a similar
structure to specifically recognize enantiomers through different
interactions in similar binding pockets. Enantiospecificity is also
observed in other proteins involved in the regulation of the
Pch/EPch-dependent iron uptake systems.** EPch—Fe and
Pch—Fe induce the expression of their biosynthesis genes
through interactions with PchR, an AraC-type transcrip-
tional regulator. Recent studies showed that the recognition
of EPch and Pch by their respective PchR regulator is highly
enantiospecific.>*

Stereospecificity of siderophore-dependent iron uptake has
been previously reported for parabactin, rhodotorulic acid,
thizoferrin, ferrichrome, and enterobactin.">~*? In this context,
the polycarboxylate siderophore, rhizoferrin, is of particular inte-
rest as it naturally exists as two biologically relevant enantiomers.
(S,S)-rhizoferrin is synthesized by several strains of Ralstonia
(formerly Pseudomonas) picketii, whereas (R,R)-rhizoferrin is
produced by Zygomycetes fungi. In Ralstonia, rhizoferrin-depen-
dent iron uptake transports both iron-loaded enantiomers with
the same efficiency. In contrast, rhizoferrin-mediated iron uptake
appears to be partially enantioselective in the fungus Rhizopus
where iron uptake with (R,R)-rhizoferrin is twice as efficient as
with (S,S)-rhizoferrin.** A similar comparative study on ferri-
chrome-dependent iron uptake in Escherichia coli and certain
fungi (Neurospora, Penicillium) showed that fungi preferably used
only one siderophore enantiomer, whereas the bacterium could
use both optical antipodes of ferrichrome.® Prokaryotic side-
rophore-dependent iron uptake systems therefore appear poorly
stereo- or enantiospecific, whereas the corresponding eukaryotic
iron transport pathways have a higher stereospecificity.”'

To date, no crystallographic data of these bacterial and fungal
receptors are available which could help to understand the struc-
tural basis of the differences in specificity. A survey of prokaryotic
and eukaryotic protein—ligand complexes in the Protein Data
Bank did not reveal a single pair of enantiomeric ligands cocrys-
tallized with two different membrane receptors. Although there
are drugs (e.g., butaclamol) with inverted eudismic ratio (ratio of
the affinity values of both stereisomers) to dfferent G protein-
coupled receptors;” their binding sites are very similar?® Like-
wise, some terpenes (e.g., limonere, carvone) exhibit stereospectic
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odors by binding to different olfactory receptors.”” However, no
structural data are available to describe the structural basis of
stereospecificity in these systems. Thus, FetA from P. fluorescens
and FptA from P. aeruginosa are, to our knowledge, unique exam-
ples of two membrane transporters structurally characterized
with a strictly opposite binding enantioselectivity due to non-
identical binding pockets.

B EXPERIMENTAL METHODS

Construction of Plasmids and Gene Replacement Mu-
tants. DNA cloning and plasmid preparations were carried out accord-
ing to standard procedures.*® Strains, plasmids, and oligonucleotides
used in this work are listed in Supporting Information Table S2. Con-
structs generated by polymerase chain reaction (PCR) were verified by
sequence analysis with the BigDye Terminator Cycle Sequencing kit
and an ABI-PRISM 373 automatic sequencer from Applied Biosystems.
A modified fetA gene specifying a receptor protein with an internal
histidine tag was constructed by overlap extension PCR and cloned
under the IPTG-inducible tac promoter of plasmid pME6032 as follows.
Two PCR fragments of 0.95 kb and 1.35 kb carrying the 3’ and §' parts
of fetA, respectively, were generated from chromosomal DNA of
P. fluorescens CHAOQ using the primer pairs fetAhis-1/fetAhis-2 and
fetAhis-3/fetAhis-4. The two PCR fragments were then combined by a
second PCR cycle using the primers fetAhis-2 together with fetAhis-3.
This generated a 2.3 kb fragment which was subsequently cleaved with
EcoRI and BglII and cloned into the same sites on pMEG6032 giving
PME7583. The insert was verified by sequence analysis which confirmed
the presence of five additional histidine residues downstream of the
already existing histidine at position 387. Gene replacement mutants of
P. fluorescens were obtained with suicide plasmids as described pre-
viously.*** The suicide plasmid pME9605, used to generate a 882 bp
in-frame deletion in the pyoverdine biosynthesis gene pvdF, was con-
structed as follows. Two PCR fragments were generated from chromo-
somal DNA of P. fluorescens CHAO using the primer pairs PFL4090-
1/PFL4090-2 and PFL4090-3/PFL4090-4. The two fragments were
then joined by overlap extension PCR using PFL4090-1 and PFL4090-4.
This generated a 1.5 kb fragment which was trimmed with BamHI
and EcoRI and subsequently cloned into the suicide vector pME3087
giving pME9605. This construct was then mobilized from E. coli DHSa
to P. fluorescens CHA1084 (ApchDHIEFKCBA) using the helper
plasmid pME497 and chromosomally integrated, with selection for Tc
(100 ug mL ") and Cm (10 ug mL ™). Plasmid excision via a second
crossing-over was obtained through enrichment for Tc-sensitive cells
as described.***® Among these, mutants with deletions in pvdF were
identified by PCR and named CHA1239 (ApchDHIEFKCBA ApvdF).
The two CHA1239 derivatives CHA1343 (ApvdF ApchDHIEFKCBA
fetAroia) and CHA1344 (ApvdF ApchDHIEFKCBA fetAyssoa) with
single amino acid changes in fetA were obtained in a similar way using the
suicide plasmids pME9644 and pME9643, respectively. Construction of
PME9644 was done with the primer pairs R91-1/R91-2 and R91-3/R91-
4. Fragment joining by overlap extension PCR involved the primer pair
R91-1/R91-4 and cloning into pME3087 was done with BamHI and
HindIIL Overlap extension PCR was also used to generate pME964S,
the primers involved were Y370-1, Y370-2, Y370-3, and Y370-4. Again,
cloning into pME3087 was done with BamHI and HindIIl. Mutants
were generated by gene replacement as described above and identified
by sequencing the chromosomal fetA gene amplified by PCR.

Culture Conditions. Bacteria were routinely grown on nutrient
agar and in nutrient yeast broth or LB*** at 37 °C (E. coli) or
30 °C (P. fluorescens). Siderophore-mediated growth promotion assays
were carried out in minimal medium M9*® with 0.5% glycerol as a
carbon source as described.'* Iron limitation was achieved in this
medium with S00 #M 2,2'-dipyridyl. For expression and purification
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of histidine-tagged FetA, bacteria were grown in LB medium amended
with 1 mM isopropyl 3-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Where nec-
essary, tetracycline (Tc) was added to the growth media at 25 yg/mL for
E. coli and 100 pug/mL for P. fluorescens. To counterselect E. coli donors
in gene replacement experiments, chloramphenicol (Cm) was added at
10 ug/mL. Mutant enrichment occurred with Tc at 20 @g/mL and
cycloserine at 50 mg/mL.

Ligand-Binding Assays Using >>Fe (Supporting Informa-
tion Figure S5). EPch—"Fe was prepared as described previously.'*
To determine the apparent dissociation constants in vivo of EPch—
SSpe binding to FetA and FetA mutants, CHA108S5, CHA1343, and
CHAI1344 cells were washed twice with an equal volume of fresh
medium and resuspended in 50 mM Tris—HCI (pH 8.0) buffer at an
ODgo0nm Of 1.5. The cells were then incubated at 0 °C to avoid any iron
uptake for 1 h in a final volume of S00 uL in the presence of various
concentrations (0.1—600 nM) of siderophore—>*Fe. Incubations
were stopped by centrifugation at 12000 g (4 °C) for 2 min. The
supernatant containing the unbound siderophore—>"Fe was removed,
and the tubes containing the cell pellet were counted for radioactivity in
a scintillation cocktail.** The experiment was repeated with CHA1169

to estimate nonspecific interactions of EPch—>Fe with the tubes or
with the cells.

FetA Purification, Crystallization, and Data Collection.
FetA was overexpressed in P. fluorescens and purified as described for
FauA and ShuA.*** The pure fractions containing FetA were pooled,
dialyzed with 10 mM Tris—HCl pH 8.0 and 0.75% C8ES (Bachem), and
concentrated to 10 mg/mL. EPch was solubilized in methanol at a
concentration of 74 mM, and FeCl; was added with a EPch/Fe ratio
of 2:1. Prior to crystallization, EPch—Fe was added to FetA at a final
concentration of 1.22 mM. Initial crystallization experiments were
performed using the MbClass suite and MbClassII suite from QIAGEN,
and improvements of the crystallization conditions were performed in
LinbroPlates using the sitting-drop vapor-diffusion method at 293 K.
FetA—EPch—Fe (10 mg/mL) was crystallized in 14% PEG1500,
0.1 M lithium sulfate, 0.1 M sodium citrate pH 5.6, 20% glycerol. The
diffraction data were collected using synchrotron radiation at ESRF on
BM30A* using an ADSC Q315r CCD detector (4 = 0.95024 A). The
data were collected using one crystal at 100 K, integrated and scaled at
3.25 A resolution using XDS.* Crystals belong to the €222, space group
(Table 2).

Structure Resolution. The phase problem was solved by molec-
ular replacement using PHASER* from CCP4* and FhuA (PDB
entry 1BY3'7) as molecular model after replacing the nonconserved
residues by alanine residues and after removing the nonaligned parts of
sequences. The model was rebuilt at 3.25 A resolution using COOT*
and refined by energy minimization and molecular dynamic using
Phenix* and by restrained maximum-likelihood least-squares techni-
ques in REEMACS* from CCP4.*’ During refinement of the FetA—
EPch—Fe complex in which noncrystallographic symmetry was used,
EPch—Fe and sulfate ions were added. Finally, citrate was added into a
large peak of positive electron density close to the ferric iron. At the end
of the refinement the R and Rfree™ factors were 21.4% and 25.9%,
respectively (Table 2). The model was checked using PROCHEK,**
WHATCHECK,> and MOLPROBITY.** All the drawing were pre-
pared using Pymol.>®

Ligand Docking. The starting conformation of Pch—Fe and
EPch—Fe were obtained by converting SymyxDraw™® two-dimensional
(2D) sketches into 3D coordinates using the Corina 3.10 program.57
Automated docking of manually ionized ligands to the FptA X-ray
structure (PDB code 1XKW) and the herein described FetA structure
was done using standard settings of the GOLD v5.0 program.*® All
organic molecules were first removed from the protein structure, and
hydrogen atoms automatically added using the Biopolymer module
of the SYBYL-X1.2 package.*” The active site used for sampling the

Table 2.°
Diffraction Data
resolution (A) 48.57—3.26 (3.34—3.26)
wavelength (A) 0.95024
unit cell (A) a=155.07 b =170.83 c = 232.62
space group €222,
no. of unique reflections 48366 (3436)
completeness (%) 99.3 (96.4)
redundancy 82 (8.1)
Rsym (%)" 13.7 (65.9)
I/o(I) 16.11 (3.57)
structure refinement 48.57—3.26 (3.26—3.34)
Reryst (%)° 21.4 (29.6)
Rfree (%) 25.9 (39.6)
F/oF 0
no. of protein atoms 10449
no. of ligand atoms 80
rms deviation of bond lengths (A) 0.017
rms deviation of bond angles (deg) 2.079
av B factor (A%) 70.49

“ Numbers between parentheses indicate the value in the outer resolu-
tion shell. The Rfree was calculated using 5% reflections, which were
kept apart from the refinement during the whole process. rms = root-
mean-square. " Rsym = $3|li — Im|/331i, where Ii is the intensity of the
measured reflection and Im is the mean intensity of this reflection.
“Reryst = ¥||Fobs| — |Fcalc||/Z|Fobs|. Rfree is the same as Reryst but
calculated for 5% data omitted from the refinement.

conformational space of the ligand was defined by a 10 A radius sphere
centered on the center of mass of Pch—Fe (FptA) and EPch—Fe (FetA).
To further speed up the calculation, docking was stopped when the top
three ranked solutions were within 1.5 A rmsd. If this criterion is met, we
can assume that these top solutions represent a reproducible pose for the
ligand. A maximum of 30 poses were saved for each ligand in standard
mol2 format and ranked by decreasing GOLDscore. For each pose, an
interaction fingerprint was computed using the IFP program® and
compared to that of the FptA—Pch and FetA—EPch X-ray structures,
respectively, using a standard Tanimoto coefficient.

B ASSOCIATED CONTENT

© Ssupporting Information. One table giving distances
between EPchFe and FetA; one table describing all bacterial
strains, plasmids, and oligonucleotides used in this study; growth
curves showing that the His-tagged FetA receptor is active in iron
uptake; a sequence alignment deduced from the superposition of
FetA/FptA; two views of superimposition of FetA onto FptA, a
superimposition of binding pockets from FetA and FptA from
the superimposition of FetA onto FptA, a superimposition of
EPch—Fe—citrate and Pch—Fe—ethylene glycol from FetA—
EPch—Fe—citrate and FptA—Pch—Fe—ethzflene glycol, and a
Scatchard analysis of the binding of EPch—>"Fe to FetA in vivo.
This material is available free of charge via the Internet at http://
pubs.acs.org.
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5 FpvCDEF, un transporteur ABC impliqué dans

’acquisition du fer chez P. aeruginosa

5.1 Introduction

Depuis 2011, je m’intéresse a une autre famille de transporteurs: les
transporteurs ABC. Ce type de protéines intervient en effet dans le transport du fer a
travers la membrane interne des bactéries Gram-négatives, pour les voies
d’acquisition du fer utilisant les sidérophores. Chez E. coli, ces protéines transportent
les complexes sidérophores-fer a travers la membrane cytoplasmique et le fer se
dissocie ensuite du chélateur dans le cytoplasme bactérien. Pour la voie Pvd chez
P. aeruginosa, le scénario est différent. Il a été clairement montré que le fer se
dissocie de la Pvd dans le périplasme (Schalk et al., 2002 ; Greenwald et al., 2007 ;
Hannuer et al., 2012a). Le fer sans sidérophore est ensuite transporté vers le
cytoplasme. Au laboratoire, nous supposons que FpvCDEF, composé d'une
perméase FpvE, d'une ATPase FpvD et de deux protéines périplasmiques FpvC et
FpvF, jouerait ce role de transporteur du fer vers le cytoplasme. Cependant, la
délétion de ces quatre genes affecte également la dissociation périplasmique du
complexe Pvd-Fe. Il est également intéressant de remarquer que FpvC appartient a
la famille TroA capable de lier les sidérophores et les cations divalents. De son cété,
FpvF appartient a la famille des protéines capables de chélater les ferri-sidérophores.
Ces données nous ont conduis a émettre I'hypothése d’un role de FpvCDEF dans le
mécanisme de dissociation de Pvd-Fe dans le périplasme bactérien d’'une part et
dans le transport du fer vers le cytoplasme d’autre part. Dans ce contexte, j'ai étudié
la capacité des protéines périplasmiques FpvC et FpvF a lier les complexe Pvd-Fe,
le fer et 'apo-Pvd.

5.2 Approches expérimentales

Les génes fpvCDEF (PA2407-10) appartiennent au locus pyoverdine. D’apres
'analyse des séquences, le géne fpvD (PA2408) coderait pour une ATPase et fpvE
(PA2409) pour une perméase d'un transporteur ABC. Les deux génes fpvC
(PA2407) et fpvF (PA2410) coderaient pour des protéines de liaison périplasmiques
appartenant a deux familles différentes. Un alignement de séquence a été réalisée,
par le Dr Laurent GUILLON, pour vérifier I'appartenance de FpvC et FpvF a cette
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superfamille. Grace au serveur SignallP 4.1 (Petersen et al., 2011), I'analyse des
séquences de ces génes m’a permis de définir et de localiser la présence d’'une
séquence signal pour les protéines FpvC et FpvF, ainsi que la masse molaire
attendue pour les deux protéines matures grace a I'application ProtParam (Gasteiger
et al., 2005).

Des expériences de pharmacologie, permettant de visualiser le transport et
I'accumulation du *°Fe, ont été réalisées sur différents mutants (PAO6383, PAS158,
PAS158(pMH3L), PAOpvdFfpvA). En paralléle, des mesures de dissociation du
complexe Pvd-Fe ont été menées sur les différentes souches par spectrofluorimétrie.
L'objectif était de vérifier I'effet de la délétion des genes fpvCDEF sur le mécanisme
global du transport du fer par la voie pyoverdine, chez P. aeruginosa. Ces
expériences ont été réalisées au laboratoire par Mme Frangoise HOEGY.

L’étude des interactions des protéines périplasmiques avec le fer, la Pvd ou le
complexe Pvd-Fe a été réalisée in-vitro. Pour cela, j'ai tout d’abord mis au point une
méthode de production et de purification des protéines FpvC et FpvF. FpvC a été
purifiée en deux étapes, sur une colonne échangeuse d’anions de type Source S
suivie d’'une gel filtration sur une colonne Superdex 200 10/300 GL. FpvF a été
purifiée sur une colonne d’affinité HisTrap FF suivie d’une colonne échangeuse
d’anions HiTrap Q XL. Aprées élution, les protéines ont été concentrées par
ultrafiltration. Pour les analyses en spectrométrie de masse, jai effectué un échange
de tampon par ultrafiltration contre une solution d’acétate d’ammonium 100 mM
pH 6,5. Ces protocoles de purification m’ont permis d’obtenir de trés bon niveau de
pureté (Figure 69), avec ces échantillons des anticorps polyclonaux ont été produits
par la plateforme de I'lGBMC. Grace a ces anticorps, jai effectué I'ensemble des
analyses par immunodétection, notamment les expériences de pontage chimique

réalisées in-vivo, en présence de formaldéhyde 1% (v/v).

Pour vérifier que FpvC et FpvF interagissent, jai expérimenté plusieurs
approches telles que I'électrophorése horizontale en conditions natives sur gel
d’acrylamide (Choul-Li et al., 2008), la co-immunoprécipitation ou I'analyse sur
colonne de gel filtration. Ces techniques ne m’ayant pas permis de visualiser
clairement l'interaction entre ces deux protéines, je me suis orienté vers une analyse
en spectrométrie de masse en conditions natives et en conditions dénaturantes.

J’ai réalisé des tests d’interaction des deux protéines en présence de Pvd, Pvd-Fe ou
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Fe®". Toutes ces analyses ont été accomplies grace & une collaboration fructueuse
avec le Dr Adeline PAGE et Mr Frank RUFFENACH (plateforme de protéomique du
CEBGS).
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Figure 69 : Purification des protéines FpvC et FpvF

Analyse des fractions d’élution sur gel SDS-PAGE 12% apres purification de la protéine FpvC sur
colonne Superdex 200 10/300 GL (A), et des fractions d’élution aprés purification de la protéine FpvF
sur colonne HiTrap Q XL (B). La révélation a été effectuée par coloration au bleu de Coomassie.

5.3 Résultats

réalisé avec
CLUSTALW (Larkin et al., 2007) montre que FpvC appartient a la superfamille TroA.
La séquence native de la protéine FpvC laisse apparaitre quatre résidus conserves :
His-77, His-147, His-213, Asp-290. Pour les protéines TroA, ZnuA et MntA, ces

résidus se situent au niveau d’'une fente entre les deux domaines globulaire de la

L’alignement de séquences des protéines FpvC et FpvF,

protéine et sont impliqués dans la liaison d’ions métalliques (Figure 70A).
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Figure 70 : Représentation de la structure de TroA et prédiction de la structure de FpvC

(A) Représentation de la structure de la protéine TroA (cyan) en complexe avec un atome de zinc,
représenté en sphere de van der Waals (gris). Les résidus His-68, His-133, His-199 et Asp-279,
impliqués dans la chélation de lion métallique, sont représentés sous forme de béatonnets.
(B) Représentation d’une prédiction de structure de la protéine périplasmique FpvC de P. aeruginosa
(vert). Les résidus His-77, His-147, His-213 et Asp-290, conservés au niveau de l'alignement de
séquences, sont représentés sous forme de bétonnets. Il semblerait cependant que I'’Asp-263 soit le
4°"™ résidu du site de liaison.
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A la vue de cet alignement de séquence, j'ai produit un modele 3D de FpvC
par homologie grace au serveur EsyPred3d 1.0 (Lambert et al., 2002) afin d’obtenir
une prédiction de sa structure. FpvC adopte le repliement classique des protéines de
liaison périplasmique, et on retrouve les trois histidines conservées au niveau du site
de liaison. Cependant, le résidu Asp-290 se situerait sur une boucle trés éloignée du
site de liaison, il semblerait que le résidu impliqué dans la coordination du fer soit en
réalité 'Asp-263 (Figure 70B). En revanche, I'alignement de séquences montre que
FpvF appartient @ un second groupe de protéines périplasmiques composé de FhuD
et BhuT, qui sont des protéines liant les ferri-sidérophores.

La délétion des génes fpvCDEF engendre une inhibition de 30% au niveau du
transport du *°Fe. Cependant, il est possible de restaurer un phénotype sauvage par
complémentation, grdce a un plasmide portant les quatre génes (Figure 2,
publication n°2). Les expériences de fractionnement cellulaire, couplées aux études
de transport de la Pvd->°Fe, indiquent clairement que FpvCDEF est responsable de
la translocation du fer du périplasme vers le cytoplasme. Ces résultats démontrent
que le complexe FpvCDEF est impliqué dans le mécanisme de transport du fer par la
voie pyoverdine, chez P. aeruginosa.

Par ses propriétés de fluorescence, la pyoverdine est un outil trés efficace
pour I'étude du mécanisme de transport du fer. En effet, si on excite la Pvd a 400 nm,
il est possible de suivre I'émission de sa fluorescence a 447 nm. En revanche,
lorsqu’elle est complexée avec du fer, la fluorescence de la Pvd est éteinte. Ces
propriétés tres particuliéres, nous permettent de suivre la dissociation du complexe
par spectrofluorimétrie. En présence des protéines FpvCDEF, une augmentation de
la fluorescence est observée lorsque I'on ajoute le complexe Pvd-Fe, correspondant
a sa dissociation. En revanche, chez un mutant n’exprimant pas ces protéines la
cinétique de dissociation diminue de maniere drastique, mais peut étre restaurée par
complémentation (Figure 3, publication n°2). Ces données suggérent que ce
transporteur ABC est nécessaire a la dissociation du complexe Pvd-Fe. Des données
antérieures ont montrées que la dissociation s'opére dans le périplasme par un
mécanisme de réduction (Greenwald et al., 2007 ; Hannauer et al., 2010b ; Imperi et
al., 2009 ; Schalk et al., 2002). il semblerait donc que FpvCDEF active la dissociation
du complexe Pvd-Fe en exportant le fer vers le cytoplasme.
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La spectrométrie de masse en conditions dénaturantes a permis de vérifier
le poids moléculaire attendu des protéines FpvC (30 457 Da) et FpvF (30 145 Da).
En paralléle, nous avons observé que FpvF pouvait former un dimére.

En conditions natives, aucune des deux protéines n’est capable de fixer le
fer seul. Alors que FpvC est prédite comme étant une protéine capable de fixer les
métaux, FpvC interagit uniquement avec la Pvd ou le complexe Pvd-Fe et existe
seulement a I'état de monomére. En accord avec les prédictions, c’est la protéine
FpvF qui interagit préférentiellement avec le sidérophore ou le ferri-sidérophore,
notamment en activant la formation de dimére capable de lier chélateur (Tableau 2,
publication n°2). En paralléle, I'incubation des deux protéines a permis de montrer la
formation de deux complexes : un trimére FpvC-FpvF; et un tétramére FpvCy-FpvF,.
J'ai pu confirmé l'existence de ces multiméres par des expériences de pontage
chimique, in vivo, et Tlincubation en présence d’'un complexe pyoverdine-métal
augmente la quantité de multimeres formés et semble les stabiliser.

Apres son transport dans périplasme, le ferri-sidérophore interagit non pas
avec une protéine périplasmique mais avec un trimére ou un tétramére. Quant a
'absence de fixation de Fe®', ces données suggérent qu'en présence du ferri-
sidérophore, ces complexes multiprotéiques interagissent préférentiellement avec le

sidérophore plutét qu’avec le métal.

5.4 Conclusion

Ce travail a montré que les deux protéines périplasmiques sont capables
d’interagir en formant des triméres FpvC-FpvF; et des tétrameres FpvC,-FpvF,. Ces
multiméres sont eux mémes capables de lier la pyoverdine ferrique ou la pyoverdine
libre. Ceci est le premier exemple d'un transporteur ABC impliqué dans I'acquisition
du fer par les sidérophores ayant deux protéines périplasmiques qui interagissent
avec le ferri-sidérophore. Ce transporteur ABC FpvCDEF a également un rdle clé
dans le mécanisme de dissociation du complexe pyoverdine-fer dans le périplasme,
mais il reste a identifier le mécanisme de réduction qui permet cette dissociation.
Cette voie pyoverdine differe des voies du ferrichrome ou de I'entérobactine chez
E. coli ou une seule protéine périplasmique est décrite, ou la dissociation s’effectue
dans le cytoplasme aprés transport du ferri-sidérophore au travers de la membrane

cytoplasmique. Aucune des deux protéines périplasmiques n’est capable de lier le
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Fe®*, dans nos conditions expérimentales. Cependant il serait intéressant de vérifier
leur capacité a lier le Fe?*. Dans ce cas, la réductase pourrait intervenir au sein du
trimére ou du tétramére afin de réduire le Fe** en Fe?". FpvF prendrait alors en
charge la pyoverdine pour son recyclage vers le milieu extracellulaire. Parallelement,
FpvC pourrait délivrer le fer ferreux au transporteur ABC, FpvDE. J'ai également
initié des expériences de cristallisation de ces deux protéines périplasmiques. Les
premiers cristaux de FpvC et FpvF ont été obtenus récemment (Figure 71) et nous
envisageons également des expériences de co-cristallisation afin d’apporter des
données structurales sur les complexes FpvC-FpvF; et FpvC,-FpvF,. L'ensemble de
mon travail est intégré a un article publié dans ACS Chem. Biol., en décembre 2012
(Publication n°2 (Brillet et al., 2012)).

100 um 100 um

Figure 71 : Cristaux de FpvC et FpvF

Exemples de premiers cristaux obtenus avec FpvC (10 mg.mL") en présence de Tris-HCI 0,1 M, PEG
8000 8-12 % (m/v) (A) et avec FpvF (10 mg.ml 1) en présence de trisodium citrate 0,1 M pH 5,5, PEG
3350 18-22 % (m/v) (B) ou de citrate 0,1 M pH 5,5, PEG 3350 18-22 % (C).
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5.5 Publication : Brillet et al., 2012, ACS Chem Biol

Brillet, K., Ruffenach, F., Adams, H., Journet, L., Gasser, V., Hoegy, F., Guillon, L.,
Hannauer, M., Page, A., Schalk, I. J. An ABC transporter with two periplasmic

binding proteins involved in iron acquisition by the siderophore pyoverdine in
Pseudomonas aeruginosa. ACS Chem Biol. 2012, Vol 7, n°12, p. 2036-2045.
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ABSTRACT: Pyoverdine I is the main siderophore secreted by
Pseudomonas aeruginosa PAO1 to obtain access to iron. After extra-
cellular iron chelation, pyoverdine-Fe uptake into the bacteria involves
a specific outer-membrane transporter, FpvA. Iron is then released in
the periplasm by a mechanism involving no siderophore modification
but probably iron reduction. The proteins involved in this dissociation
step are currently unknown. The pyoverdine locus contains the
fpvCDEF operon, which contains four genes. These genes encode an
ABC transporter of unknown function with the distinguishing char-
acteristic of encompassing two periplasmic binding proteins, FpvC and
FpvF, associated with the ATPase, FpvE, and the permease, FpvD.
Deletion of these four genes partially inhibited cytoplasmic uptake
of >Fe in the presence of pyoverdine and markedly slowed down the

L
-Fe
l FpvA
Outer membrane
G G o
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The pyoverdine pathway

in vivo kinetics of iron release from the siderophore. This transporter is therefore involved in iron acquisition by pyoverdine in
P. aeruginosa. Sequence alignments clearly showed that FpvC and FpvF belong to two different subgroups of periplasmic binding
proteins. FpvC appears to be a metal-binding protein, whereas FpvF has homology with ferrisiderophore binding proteins. In vivo
cross-linking assays and incubation of purified FpvC and FpvF proteins showed formation of complexes between both proteins.
These complexes were able to bind in vitro PVDI-Fe, PVDI-Ga, or apo PVDL This is the first example of an ABC transporter
involved in iron acquisition via siderophores, with two periplasmic binding proteins interacting with the ferrisiderophore. The
possible roles of FpvCDEF in iron uptake by the PVDI pathway are discussed.

Under iron-deficient conditions, fluorescent Pseudomonas
species are characterized by the overproduction and secre-
tion of siderophores cdled pyoverdines. Siderophores are high
affinity iron chelators, which can solubilize iron and deliver it into
the bacterial cells” They are important for the survival and growth
of bacteria in soil and aqueous environments. Siderophores also
underlie the virulence of many pathogens in animal models of
disease where they compete with the host’s iron-chelating pro-
teins such as transferrin or lactoferrin.’> Over 60 pyoverdines
have been identified,* forming a large class of siderophores
characterized by a conserved dihydroxyquinoline-derived chro-
mophore to which a peptide chain of variable length and
composition is attached. The size and amino-acid composi-
tion of the peptide moiety of pyoverdines are unique to each
Pseudomonas species, indicating that the specialization of each
bacterium is determined by its siderophore. Pseudomonas
aeruginosa PAO1 produces the siderophore pyoverdine I
(PVDI), a partly cyclic octapeptide linked to the chromophore
Among Pseudomonas, biosynthesis of pyoverdine and iron uptake
mechanisms are the best known for PVDI inP. aeruginosa PAO1.
In parallel to PVDI, P. aeruginosa is able to produce and use the
siderophore pyochelin (PCH) and is able to use siderophores

- ACS Publications  © 2012 American Chemical Society 2036

produced by other microorganisms, such as ferrichrome,
enterobactine, and cepabactin®

After chelation of iron in the extracellular medium, PVDI-Fe
is transported across the P. aeruginosa outer membrane by
FpvAl, which is a specific outer-membrane transporter. FpvAI
consists of a C-terminal f-barrel domain, a plug domain filling
the barrel, followed by a region of four to five residues called
the TonB box, and a long periplasmic N-terminal extension.”®
This extension is not involved in the transport of ferrisider-
ophores but functions in the regulation of transcription via a
signaling cascade.” The binding site of the ferric siderophore is
located outside the membrane above the plug and is composed
of residues from both the plug and the f-barrel domains. The
FpvAl binding site mostly consists of aromatic residues,
including six Tyr residues and two Trp residues, and only
three hydrophilic residues. As in all Gram-negative bacteria, the
proton-motive force of the inner membrane drives the trans-
port of ferrisiderophore across the outer membrane through
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interaction of the inner-membrane TonB protein with the
TonB box of the outer-membrane transporter.'>"!

In Gram-negative bacteria, the subsequent uptake of
ferrisiderophores across the inner membrane is performed by
either a transporter, belonging to the family of periplasmic bind-
ing protein-dependent ABC transporters,~ or by permeases.*
In Escherichia coli, the transport of ferric siderophores is sus-
tained by a specific ABC transporter for each siderophore
pathway: FhuBCD for desferrichrome and desferrioxamine, >
FecCDE for citrate,”'® and FepCDG for enterobactin.’ In
P. aeruginosa, ferripyochelin and ferrichrome are transported across
the inner membranes by permeases: FptX for ferripyochelin,
and FiuB and FoxB for ferrichrome!* For these siderophore
pathways, the whole ferrisiderophore complex is transported into
the cytoplasm and iron is then released from the siderophore.
The release mechanisms for ferrichrome involve iron reduction’
followed by acetylation of the siderophore and its recycling into
the growth media'**' The release mechanism for ferrienter-
obactin involves cytoplasmic esterase hydrolysis of the side-
rophore.* Previous studies indicated that the dissociation of the
PVDI-Fe complex occurs in the periplasm and not in the
cytoplasm.>*** This process does not involve any chemical
degradation or modification of the siderophore, but apparently an
iron reduction. PVDI is then recycled to the extracellular medium
by the PvdRT-OpmQ efflux pump®*>° thereby allowing a new
cycle of iron uptake to take place. However, the molecular
mechanisms involved in the release of metal from PVDI and the
reuptake of iron from the periplasm to the cytoplasm remain
unknown.

In P. aeruginosa PAOI1, a periplasmic binding protein-
dependent ABC transporter is present at the pyoverdine locus
(PA2407-10) and conserved in most Pseudomonas species apart
in the non-fluorescent Pseudomonas stutzeri and Pseudomonas
mendocina.”” Expression of these genes is regulated by iron,
PvdS,”” % and two other ECF factors.”® Mutation of PA2407-
10 genes does not appear to affect growth or PVDI production
under iron-limiting conditions,* another iron uptake pathway
probably taking over this process. According to its genome,
P. aeruginosa PAO1 has at least 11 iron uptake pathways:" In the
present study, we reinvestigated the involvement of PA2407-10
genes in iron acquisition via the PVDI pathway in P. aeruginosa
PAO1. We showed that deletion of these four genes affects
cytoplasmic **Fe acquisition via PVDI and inhibited the kinetics
of iron release from this siderophore in bacterial cells. In vitro
experiments with purfied FpvC and FpvF (the two periplasmic
binding proteins of this ABC transporter) and in vivo cross-
linking experiments showed formation of complexes with dife-
rent stochiometries for the FpvC and FpvFE proteins. These
complexes could bind PVDI-Fe and apo PVD.

B RESULTS AND DISCUSSION

fpvCDEF Are Predicted To Encode an ABC Trans-
porter. The sequence of PA2407-10, called here fprCDEF and
which is located in the pvd locus,””*® is predicted to form an
operon encoding a periplasmic binding protein dependent ABC
transporter. PA2408 (fpvD) codes for a probable ATP-binding
component, and PA2409 (fpvE) encodes a probable permease
of an ABC transporter. PA2407 (fpvC) and PA2410 (fpvF) are
predicted to encode proteins of the TroA-like superfamily.**
Such proteins are periplasmic binding components of ABC-
type transport systems that bind ferric siderophores and metal
ions such as Mn**, Fe**, Cu®**, and/or Zn**. These proteins
have a similar organization; two independent globular domains
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interact with each other to create the binding cleft between
them.*® TroA-like proteins are generally encoded by ABC-type
operons such as fpvCDEF. A 317-amino-acid periplasmic
protein of 34309.4 Da is expected from the nucleotide
sequence of FpvC (PA2407) (http://www.expasy.ch/cgi-bin/
protparam). A signal sequence is predicted by SignalP,** with a
putative cleavage site between residues 37 and 38. From the
expected final amino-acid sequence, the predicted molecular
mass of the mature form of the FpvC protein is 30457.7 Da.

The nucleotide sequence for FpvF (PA2410) predicts a 305-
amino-acid periplasmic protein. SignalP predicted a putative
cleavage site between residues 25 and 26, and the expected
molecular mass of the mature protein is 30143.3 Da. The
molecular weight of each protein was confirmed by ESI-MS
analysis under denaturing conditions on purified FpvC and
FpvE. The experimental values obtained after deconvolution of
the multicharged spectra are 30457 Da for FpvC and 30145 Da
for FpvF (Supplemental Table 1). Under native conditions, the
molecular weight observed for FpvC was 30522 Da. This higher
medium molecular weight corresponded to the addition of
three sodium adducts.

Amino-acid sequence alignments clearly indicated that FpvC
and FpvF belong to two different subgroups of TroA-like pro-
teins (Figure 1). The first group includes FpvC, TroA, ZnuA,
and MntA and corresponds to metal-binding proteins. The
second group is composed of FpvF, BhuT, and FhuD, which
are all proteins involved in ferrisiderophore binding. For FpvC
(as for TroA, ZnuA, and MntA), the four amino-acid residues
involved in metal chelation (three His and one Asp) are con-
served, suggesting that FpvC is able to chelate a metal. The
sequence alignment for FpvF suggests that this protein has a role
in ferrisiderophore binding like FhuD and BhuT (Figure 1).
For these proteins, the binding site recognizes the siderophore
but not the chelated metal®® On the basis of these sequence
homologies, FpvCDEF appears to be a mixed ABC transporter
that can interact with both a siderophore and a metalvia its two
periplasmic binding proteins.

FpvCDEF Deletion Partially Affects >Fe Uptake by
PVDI and Cytoplasmic >Fe Accumulation. We assessed
the ability of a mutant with a fpvCDEF deletion to transport
and accumulate *Fe in the presence of PVDL To avoid iron
uptake by the siderophore pyochelin (PCH) and in order to
control the concentration of PVDI in the experiments, the
PCH- and PVDI-negative P. aeruginosa mutant PAO6383
(Table 1) and its fpvCDEF deletion mutant derivative PAS158
were used. Bacteria were incubated with two dfferent PVDI-**Fe
concentrations, 100 and 500 nM, and the radioactivity incor-
porated into the cells was monitored (Figure 2). For 500 nM
PVDI-**Fe, around 30% inhibition of iron uptake was observed
for the fpvCDEF mutant. When PAS158 was complemented
with pMH3L, a pMMB derivative carrying the fpyCDEF genes,
this iron uptake was restored to the level measured for
PAO6383. Accordingly, FpvC and FpvF are highly expressed in
these complemented cells (Supplemental Figure 1). PVDI-**Fe
uptake inhibition was never complete, even with increasing
PVDI->Fe concentrations (1 uM, data not shown). In the
presence of 100 nM PVDI-**Fe, no iron uptake inhibition was
observed, probably because the concentration is not high
enough and would only allow one or two turnovers of FpvA
transport. We repeated the experiment for each strain after
treating the cells with the protonophore CCCP. This com-
pound inhibits the proton motive force (PMF) of the bacteria and
thus also inhibits any TonB-dependent uptake!® As expected, no
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Figure 1. Sequence alignment of FpvC (PA2407) and FpvF (PA2410) with proteins belonging to the TroA superfamily, shown to function in the
ABC transport of ferric siderophores and metal ions such as Mn**, Fe**, Cu?*, and/or Zn*". Invariant residues as well as highly conserved residues
are shaded in blue. Residues occupying conserved positions but deviating from the consensus amino-acid sequence are shaded in brighter blue. The
four residues of TroA involved in metal chelation are shaded in yellow. The blue vertical line indicates a 44 amino-acid extension of ZnuA, which is
not represented on the alignment. Sequence alignment was performed using CLUSTALW *> and was manually readjusted by accounting for the
residues involved in metal chelation. Two subgroups are shown. The upper group, composed of FpvC, TroA, ZnuA and MntA, corresponds to
metal-binding proteins whereas the lower group, composed of FpvF, BhuT, and FhuD, contains proteins involved in ferrisiderophore chelation.

Table 1. Strains and Plasmids Used in This Study

strains or source or
plasmids relevant characteristics reference
P. aeruginosa Strains

PAO1 wild-type strain 46

PAO6383 derivative of PAO1; ApvdF ApchBA 47

PAS158 derivative of PAO1; ApvdF ApchBA this study
AfpvCDEF

PAOpvdFfpvA  derivative of PAO1; pvdF::kana, AfpvA 48

PAOfpvC derivative of PAO1; pvdC::Gm® 30

E. coli Strains

TOP10 F~, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
D80lacZAMI1S AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl
nupG

BL21(DE3) F- ompT hsdS(rg —my -) gal dem (2 DE3)  Novagen

Plasmids

pMMB190 Amp®, RSF replicon (Inc.Q), tac promoter 49

PME3088 suicide vector; Tc® ; ColE1 replicon ; EcoRI 50, 51
Kpnl Drall Xhol HindIII polylinker

PME497 mobilizing plasmid, ApR 51

pJET1/blunt rep (pMB1), bla (ApY), eco47IR, PlacUVS Fermentas

vector

pMH3L pPMMB190 carrying BamHI-HindIII this study
fragment containing fpvCDEF

pLJ68 pJET1/blunt carrying EcoRI-HindIIl this study
fragment containing the 700bp upstream
fpvC and the 700 pb downstream fpvF.

pLJ76 PME3088 carrying EcoRI-HindIII fragment  this study
containing the 700bp upstream fpvC and
the 700 pb downstream fpvF.

pET23-789 pET23 carrying a fragment containing the this study
fpvCDE genes

pVEGA6 PMMB190 carrying EcoRI-HindIII fragment  this study

containing fpvF-6His

iron uptake occurred with CCCP-treated cells (Figure 2). The
inhibition of *Fe accumulation in cells that are unable to
express the FpvCDEF ABC transporter indicates a role of
FpvCDEEF in the uptake of iron via the PVDI pathway.

The uptake experiments in the presence of 500 nM
PVDI-*Fe were repeated, and cells were fractionated after
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30 min of incubation with the siderophore-iron complex and
radioactivity in each cell compatment was monitored (Figure 2C).
Around 45% less radioactivity was detected in the cytoplasm of
PAS158 compared to that of PAO6383. The amount of **Fe in
the periplasm seemed to be independent of the FpvCDEF
expression. In the complemented strain PAS158(pMH3L) the
amount of *Fe increased in both periplasm and cytoplasm,
consistent with the high expression of the FpvCDEF proteins in
this strain (Supplemental Figure 1).

All of these observations indicate that the ABC transporter
FpvCDEEF is involved in the uptake of iron by the siderophore
PVDI and plays a role in iron translocation from the periplasm
into the cytoplasm. In the absence of FpvCDEF, PVDI-**Fe can
still be transported across the outer membrane by FpvA but
accumulates into the periplasm. This periplasmic **Fe accumu-
lation explains why in fpyCDEF mutant PAS1S8 only 30%
inhibition of **Fe uptake is observed.

fpvCDEF Deletion Affects PVDI-Fe Dissociation
in Vivo. Previous studies have shown that iron is released
from PVDI in the periplasm through a mechanism probably involv-
ing iron reduction.”*** This dissociation can be followed in real
time by exciting the bacterial sample at 400 nm and monitor-
ing the fluorescence at 447 nm.”® Only apo PVDI is fluorescent
at 447 nm (excited at 400 nm®”*®). In its ferric form, iron
quenches the fluorescence of the siderophore. To investigate
further the role of FpvCDEF in iron uptake by PVDI in
P. aeruginosa, cells of the PVDI-negative mutant PAO6383, its
fpvCDEF mutant PAS1S8, the corresponding complemented
strain PAS158(pMH3L), and the fpvA mutant PAOpvdFfpvA
were incubated in the presence 20 nM or 100 nM PVDI-Fe
(Figure 3). Consistent with previous ﬁndings,23 an increase in
fluorescence was observed following the addition of PVDI-Fe
to PAOG6383. This corresponded to the dissociation of PVDI-Fe
(formation of fluorescent apo PVDI) in the bacterial periplasm.
No increase of fluorescence was observed in the absence of FpvA,
where no PVDI-Fe can be transported into the bacteria. For both
tested ferrisiderophore concentrations, deletion of thefpvCDEF
genes resulted in a clear decrease of the kinetics of PVDI-Fe
dissociation (0.034 and 0.356 AF min™' for PAS158 and
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Figure 2. (A, B) Time-dependent uptake of PVDI-**Fe in P. acruginosa
PAO6383, PAS158, and PAS158(pMH3L) strains. PAO6383 is a
PCH- and PVDI-negative strain, PAS158 its fpvCDEF deletion
mutant, and PAS1S8(pMH3L) the complemented fpvCDEF strain.
Cells were incubated for 15 min in SO mM Tris-HCI (pH 8.0) before
the initiation of transport assays by the addition of 100 (panel A) or
500 (panel B) nM PVD-*Fe (PAO6383, O; PAS158, <; and
PAS158(pMH3L), A). Samples (100 uL) from the suspension were
removed at various time points and filtered; the radioactivity retained
was measured. The results are expressed as pmol of PVD-*Fe
transported per mL of cells at an ODgqy ,y, 0f 1. The experiment was
repeated with the CCCP protonophore at a concentration of 200 M
(PAOG6383, ®; PAS1SS, @; and PAS1S8(pMH3L), A). The
experiments were repeated three times, and equivalent kinetics were
observed. (C) °Fe repartition in the different cell compartments of
P. aeruginosa cells. PAO6383, PAS158, and PAS158(pMH3L) cells
were incubated for 30 min in the presence of 500 nM PVDI-*Fe in
the same condition as for the uptake assays in panel B. Afterward, the
cells were pelleted, the periplasms (black bars), cytoplasms (white
bars), and membranes (gray bars) were isolated for each strain, and
the amount of **Fe present was monitored.
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Figure 3. In vivo PVD-Fe dissociation kinetics, monitored by direct
excitation of PVD in PAO6383 (O), PAS158 (<), PAS158(pMH3L)
(A), and PAOpvdFfpvA (V) cells. PAO6383 is a PCH- and PVDI-
negative strain, PAS1S8 its fpyCDEF deletion mutant, PAS1S8-
(pMH3L) the complemented fpvCDEF strain, and PAOpvdFfpvA a
PVDI- and FpvA mutant. Cells were washed and resuspended to an
ODggg um ©f 0.2 in S0 mM Tris-HCI pH 8.0 and incubated at 29 °C.
Following the addition of 20 (panel A) or 100 nM (panel B) PVDI-Fe
(indicated by an arrow), the change in fluorescence (excitation set at
400 nm) was monitored by measuring the emission of fluorescence at
447 nm, every second, for 60 min. The experiments wererepeated
three times, and equivalent kinetics were observed.

PAQ6383, respectively) in the presence of 100 nM PVDI-Fe as
compared to the PAO6383 mutant (Figure 3B), and around
85% less apo PVDI was generated. The experiment was also
carried out with PAS158 cells carrying pMH3L. Dissociation was
restored in PAS158 cells complemented with the fourfpvCDEF
genes (Figure 3).

In conclusion, the data presented in Figures 2 and 3 suggest
that FpvCDEF must be involved in the transport of iron across
the inner membrane and that this transporter is necessary for
an efficient PVDI-Fe dissociation. Previous studies have shown
that iron is apparently removed from PVDI in the periplasm
by a mechanism involving iron reduction and no degradation
of the siderophore® >® and that PVDI is able to bind and
oxidize the ferrous ion in vitro.”> Therefore, FpvCDEF, by
exporting iron across the inner membranes, may activate PVDI-
Fe dissociation.

FpvF Interacts More Efficiently with PVDI-Fe than
FpvC. FpvC was overexpressed in E. coli, and FpvF was over-
expressed in P. aeruginosa cells. After their purification, both
proteins were analyzed independently by ESI-MS. This technique
has become widely used for primary-structure determination and
characterization of purified proteins. It has also been used to
assess the stability of noncovalent complexes in the vacuum of
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Table 2. Complexes Formed between FpvC, FpvF and PVDI, PVDI-Fe, and Siderophore-Free Fe3*®

proteins or complexes observed and
experimental molecular weight in native

proteins incubated with or
condition (Da)

without siderophores

FpvC FpvC: 30522 (+3 Na'*)
FpvC + Fe®* no FpvC-Fe complex was observed
FpvC: 30 522
FpvC + PVDI FpvC-PVDI: 31856
FpvC
FpvC + PVDI-Fe FpvC-PVDI-Fe
(masses presented in Figure 4A)
FpvF FpvF: 30145
FpvF,: 60291
FpvF + Fe** no FpvF-Fe or FpvF,-Fe complexes were
observed
FpvF
FpvF + PVDI FpvE,
FpvF,-PVDI
(masses presented in Figure 4B)
FpvF
FpvF + PVDI-Fe FpvE,

FpvF,-PVDI-Fe

(masses presented in Figure 4C)
FpvC

FpvF

FpvE,

FpvC-FpvF,

FpvC,-FpvF,

(masses presented in Figure S)
FpvC

FpvF

FpvC-FpvF,

FpvC,-FpvF,

FpvC

FpvF

FpvC + FpvF

FpvC + FpvF + Fe™*

FpvC + FpvF + PVDI

proteins or complexes observed and
experimental molecular weight in native

proteins incubated with or
condition (Da)

without siderophores

FpvC-PVDI
FpvC-FpvF,
FpvC-FpvF,-PVDI
FpvC-FpvF,-PVDI,
FpvC,-FpvF,
FpvC,-FpvF,-PVDI
FpvC,-FpvF,-PVDI,

(masses presented in Figure 7A)
FpvC

FpvF

FpvC-PVDI-Fe

FpvC-FpvF,
FpvC-FpvF,-PVDI-Fe
FpvC-FpvF,-PVDIL,—Fe,
FpvC,-FpvF,
FpvC,-FpvF,-PVDI-Fe
FpvC,-FpvF,-PVDI,—Fe,
(masses presented in Figure 7B)
FpvC

FpvF

FpvC-PVDI-Ga

FpvF-PVDI-Ga

FpvE,

FpvF,-PVDI-Ga

FpvC-FpvF,
FpvC-FpvF,-PVDI-Ga
FpvC-FpvF,-PVDI,-Ga,
FpvC,-FpvF,
FpvC,-FpvF,-PVDI-Ga
FpvC,-FpvF,-PVDI,-Ga,

(masses presented in Supporting Information)

FpvC + FpvF + PVDI-Fe

FpvC + FpvF + PVDIL-Ga

“FpvC and FpvF were incubated independently or together, in the presence or in the absence of 10 equiv of PVDI, PVDI-Fe, or FeCl; in 100 mM
ammonium acetate pH 6.5 buffer. The analyses of samples by ESI-MS were realized under native conditions with a final concentration of 10 pmol/
uL FpvC and FpvF in 150 mM ammonium acetate. The experimental molecular weights correspond to the molecular weights obtained after the
deconvolution of the multicharged ions in native conditions, and the composition of the complexes formed was deduced from the molecular weight.

the mass spectrometer by analyzing their resistance to dis-
sociation.* Native ESI-MS is highly sensitive and rapid and has a
low sample consumption, making it a powerful structural biology
technique. According to native ESI-MS analyses, FpvC and
FpvF were purified in our experimental conditions without any
siderophore or metal bound to them (Table 2). These analyses
also demonstrated that FpvF can form dimers (FpvE,), whereas
FpvC did not (Table 2).

We next aimed to identify the compounds that bind to FpvC
and FpvF and thus eventually transported by the FpvDE trans-
porter. The purified periplasmic binding proteins FpvC and
FpvF were individually incubated in the presence of 10 equiv of
apo PVDI, PVDI-Fe, or siderophore-free Fe3* before ESI-MS
analyses (Table 2 and Figure 4). The molecular weights of
PVDI (1336 Da) and PVDI-Fe (1388 Da) were checked by
ESI-MS analysis. No interaction was observed between
siderophore-free Fe*" and either FpvC or FpvF. In the presence
of apo PVDI or PVDI-Fe, the major FpvC form detected was
siderophore-free protein. Lower amounts of FpvC-PVDI or
FpvC-PVDI-Fe were also detected (Table 2 and Figure 4A).
However, FpvC is important for iron acquisition by PVDI,
since deletion of fpvC affected °Fe accumulation (around 30%
inhibition, Supplemental Figure 2) as fpyCDEF mutation.

2040

For FpvF, the presence of PVD seemed to activate the
formation of FpvF dimers (FpvF,) with a molecular weight of
60.2 kDa, and only the dimer was able to interact with metal-
free PVDI or PVDI-Fe (Table 2, Figure 4B and C). No inter-
action was seen between FpvF monomers and any form
of PVDL The signal intensity of the multicharged ions
corresponding to FpvF,-PVDI and FpvF,-PVDI-Fe was lower
than the signal intensity of the FpvF dimer ions (Figure 4B).

In conclusion, FpvC, which was predicted to be a metal-
binding protein, exists only as a monomer and cannot bind
in vitro siderophore-free Fe’*, though it can interact with PVDI-
Fe. FpvF, which belongs according its sequence to the sider-
ophore binding protein family, forms dimers able to interact
with apo PVDI or PVDI-Fe. No interaction was observed with
siderophore-free iron. According to the amount of protein-
PVD-Fe complexes detected by ESI-MS, FpvE seems to be
more efficient in interacting with PVDI-Fe than FpvC.

FpvC and FpvF Are Able To Interact and Form Two
Complexes with Different Stoichiometries. When the
purified periplasmic FpvC and FpvF proteins were incubated
together in the absence of Fé* and siderophore, two complexes
were observed by ESI-MS (Table 2 and Figure 5). Thefirst com-
plex comprised one FpvC and two FpvF proteins (FpvC-FpvE),

dx.doi.org/10.1021/cb300330v | ACS Chem. Biol. 2012, 7, 2036—2045
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Figure 4. Native mass spectra of FpvC in the presence of PVDI-Fe
(A) and of FpvF in the presence of PVDI-Fe (B) or apo PVDI (C).
FpvC (A) and FpvF (B, C) were incubated independently, in the
presence of 10 equiv of PVDI or PVDI-Fe in 100 mM ammonium
acetate buffer pH 6.5. ESI-MS of the samples was performed under
native conditions with final concentrations of FpvC and FpvF of 10
pmol/uL in 150 mM ammonium acetate. The capillary exit was 150 V
for panels A and B and 160 V for panel C. The multicharged ions in
panel A correspond to FpvC and FpvC-PVDI-Fe.

and the second complex was canposed of dimers of both FpvC
and FpvF (FpvC,-FpvF,). The ability of FpvC and FpvF to
interact was confirmed in vivo with cross-linking experiments
using formaldehyde (Figure 6). PAO6383 cells were incubated
in the presence or absence of PVDI-Fe or PVDI-Ga and in the
presence or absence of 1% formaldehyde. After incubation, the
periplasmic proteins were isolated by cell fractionation and
analyzed by SDS-PAGE. A new protein band was observed
using polyclonal anti-FpvC and anti-FpvF at 110 kDa in the
presence of formaldehyde as compared to the experiments in
the absence of cross-linking agent, suggesting formation of
FpvC-FpvE complexes in vivo. More FpvF has been observed in
this cross-linking complex than FpvC suggesting a FpvC-FpvF,
stoichiometry as observed by native mass spectrometry. At last,
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Figure 5. Native mass spectra of FpvC and FpvF incubated together.
Equivalent amounts of FpvC and FpvF were incubated together in 100
mM ammonium acetate buffer pH 6.5. ESI-MS of the samples was
performed under the same conditions as described in Figure 4.
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Figure 6. In vivo cross-linking of FpvC-FpvE complexes. PAO6382
grown in iron-limited medium were incubated in the presence of 1 uM
PVDI-Fe or PVDI-Ga. After 30 min of incubation at room
temperature, 1% formaldehyde was added, and the mixture incubated
for another 30 min. Periplasmic proteins were isolated by cell
fractionation, subjected to SDS-PAGE in a 12% polyacrylamide gel,
and transferred to nitrocellulose membranes. FpvC (A) and FpvF (B)
were detected with polyconal anti-FpvC and anti-FpvF. The cell were
incubated without siderophore (lanes 1, 2), with 1 uM PVDI-Fe (lanes
3, 4), or with 1 uM PVDI-Ga (lanes S, 6). In lanes 1, 3 and S, the
experiment has been performed in the absence of formaldehyde and in
lanes 2, 4, and 6 with formaldehyde.

the amount of cross-linked FpvC-FpvF increased in the pre-
sence of PVDI-metal complexes, suggesting a stabilization of
this protein complex in the presence of PVDI-Fe or PVDI-Ga.

FpvC-FpvF, and FpvC,-FpvF, Complexes Are Able To
Bind apo PVDI and PVDI-Fe. Purified FpvC and FpvF were
incubated together in the presence of 10 or 20 equiv of apo
PVDI, PVDI-Fe, or FeCl;, and the interactions were followed
by ESI-MS (Table 2 and Figure 7). Neither FpvC-FpvF, nor
FpvC,-FpvF, complexes interacted with siderophore-free iron.
In the presence of 10 equiv of PVDI-Fe, complexes between
FpvC, FpvF, and PVDI-Fe were observed. The stoichiometries
of these complexes were 1:2:1:1, 1:2:2:2, 2:2:1:1, and 2:2:2:2
(FpvC:FpvF:PVDI:Fe; Figure 7A and Table 2), consistent with
the molecular weights of the in vivo cross-link products in

dx.doi.org/10.1021/cb300330v | ACS Chem. Biol. 2012, 7, 2036—2045
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Figure 7. Native mass spectra of FpvC and FpvF incubated together in
the presence of PVDI-Fe (A) or apo PVDI (B). FpvC and FpvF were
incubated together, in the presence of 10 equiv of PVDI-Fe (A) or
PVDI (B) in 100 mM ammonium acetate buffer pH 6.5. ESI-MS of
the samples was performed under the same conditions as described in
Figure 4.

Figure 6. The increase of PVDI-Fe concentration promoted the
formation of large amounts of FpvC,-FpvF,-PVDI-Fe and
FpvC,-FpvF,-PVD],-Fe, (data not shown). These data suggest
that in the P. aeruginosa PVDI pathway, the ferrisiderophore in
the periplasm interacts with FpvC-FpvF, and FpvC,-FpvF,
complexes and not just with one periplasmic binding protein. In
the presence of PVDI-Ga, equivalent complexes were formed in
the same proportions as with PVDI-Fe: FpvC-FpvF,-PVDI-Ga,
FpvC-FpvF,-PVDI,-Ga,, FpvC,-FpvF,-PVDI-Ga, and FpvC,-
FpvF,-PVDI,-Ga, (Table 2 and Supplemental Figure 3).

When the experiment was repeated in the presence of apo
PVDI, FpvC-FpvF-PVDI complexes were observed on ESI-MS
with the following stoichiometries: 1:2:1, 1:2:2, 2:2:1, and 2:2:2
(Table 2 and Figure 7A).

The ability of FpvC-FpvF, and FpvC,-FpvF, to bind both
PVDI-Fe and apo PVD], but not Fe’*, suggests that these pro-
tein complexes interact more strongly with the PVDI moiety of
PVDI-Fe and are thus present in the periplasm of P. aeruginosa
cells to pick up PVDI-Fe after its transport across the outer
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membrane by FpvA. Consistent with this hypothesis, FpvC,-
FpvF, or FpvC-FpvF, were also able to interact with PVDI-Ga.
At last and consistent with the in vivo cross-linking experiments,
FpvC-FpvF, and FpvC,-FpvF, complexes were more efficient
in binding PVDI-Fe than the individual FpvC and FpvF
proteins.

Conclusion. FpvCDEF is the first example of an ABC
transporter with two associated periplasmic binding proteins
involved in iron uptake by siderophores in Gram-negative
bacteria. FpvC and FpvF are able to form complexes in vivo in
the periplasm and bind PVDI-Fe. Previous approaches have
shown that PVD-Fe, after uptake across the outer membrane
by FpvA, dissociates in P. aeruginosa periplasm without any
chemical modification of the siderophore but probably via a
metal reduction step. In such a scenario and according to the
data presented here, the two periplasmic FpvC and FpvF must
pick up PVDI-Fe in the periplasm after transport by FpvA but
do not bring the PVDI-Fe complex to the FpvE permease for
uptake across the inner membrane. Instead, they must be
somehow involved in the periplasmic dissociation of iron from
PVDI and the subsequent transport of iron across the inner
membrane into the cytoplasm by FpvDE. Deletion of the four
genes of this ABC transporter did not completely inhibit Fe>®
uptake by PVDI (Figure 2). This is probably because, even in
the absence of FpvCDEF and therefore of the FpvC,-FpvF,
complex, FpvA is still functional. PVDI-**Fe can thus accumu-
late in the periplasm as reported for PVDI-Ga and other
PVDI-metal complexes that are unable to dissociate in
P. aeruginosa.*' PVDI-Fe dissociation was more dramatically
affected by fpvCDEF deletion (Figure 3), indicating that this
step must involve FpvC and FpvF. FpvC has three His and one
Asp conserved amino-acid residues. We thus hypothesized that
within the FpvC-FpvF,-PVDI-Fe, FpvC-FpvF,-PVDI,-Fe,,
FpvC,-FpvF,-PVDI-Fe, and FpvC,-FpvF,-PVDI,-Fe, com-
plexes these four conserved residues are ready for an exchange
with PVDI regarding the coordination of iron. Previous studies
have shown that PVDI-Cr was unable to dissociate in the
periplasm,23 confirming that the dissociation mechanism must
include a ligand exchange. Indeed, Cr forms complexes with
siderophores that are structurally similar to siderophore-Fe but
are inert to ligand exchange.42 In such a scenario, where both
FpvC and FpvF participate in the periplasmic dissociation of
PVDI-Fe, there may be a dissociation mechanism where FpvC,-
FpvF,-PVDI,-Fe, dissociates into FpvC-Fe and FpvF-PVDI or
FpvC,-Fe, and FpvF,-PVDI,. In agreement with this notion,
mass-spectrometry analyses clearly showed that FpvF was more
efficient in binding apo PVDI than FpvC. However, neither
FpvC nor FpvF was able to bind Fe®* in vitro, although further
investigations under anaerobic conditions are necessary to
check whether FpvC can chelate Fe?* instead of Fe®". Another
next key step would consist in determining the X-ray structure
of the FpvC,-FpvF,-PVDI,-Fe, complex or to study the iron
coordination in this complex.

B METHODS

Chemicals, Growth Media, and Siderophores. [Fe]Cl; was
obtained from PerkinElmer Life and Analytical Sciences (Boston,
USA). The protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone
(CCCP) was purchased from Sigma, and isopropyl-p-1-thiogalacto-
pyranoside (IPTG) was purchased from Euromedex.

P. aeruginosa PAOL strains were grown overnight in succinate
medium: 6.0 g L™ K,HPO,, 3.0 ¢ L™' KH,PO,, 1.0 g L' [NH,],SO,,
02 g L' MgSO,7H,0, 4.0 g L' sodium succinate; the pH was
adjusted to 7.0 by addition of NaOH at 30 °C. LB broth (Lennox)
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and LB broth agar medium were both purchased from Difco and were
used as rich medium in all experiments. Media were supplemented as

necessary with the relevant antibiotics at the following concentrations:

50 pg mL™' kanamycin, 100 pg mL™" ampicillin, 150 pg mL™'
carbenicillin, 100 g mL™" tetracyclin, and 10 ug mL™" chloramphenicol.

PVD and PVD-Fe were purified and prepared as previously
described.®

Bacterial Strains and Plasmids. The strains and plasmids used in
this study are summarized in Table 1. Mutation or cloning strategies
are described in Supporting Information.

Iron Uptake Assays and Cell Fractionation. PVD-*Fe (0.25 Ci
mmol ™) was prepared as previously described,** with a 4-fold excess
of PVDI over iron. The uptake assays were carried out as previously
described.** An overnight culture under conditions of iron limitation
was performed. Bacteria were harvested and prepared in 50 mM Tris-
HCI (pH 8.0) at an ODgg  of 1 and were incubated at 37 °C.
Transport assays were initiated by adding 100 and 500 nM of
PVDI-**Fe. Aliquots (100 L) of the suspension were removed at
different times, filtered, and washed with 50 mM Tris-HC], and the
retained radioactivity was counted. The experiment was repeated with
cells that had been previously treated with 200 uM CCCP, which is a
protonophore that inhibits iron uptake.*®

Periplasm and cytoplasm fractions were prepared as previously
described.*

Fluorescence Spectroscopy. Fluorescence experiments were
performed with a PTI (Photon Technology International TimeMaster;
Bioritech) spectrofluorometer. The cells were washed with 2 vol of
50 mM Tris-HCl pH 8.0 and were then resuspended in the same
buffer to a final ODgyj y, Of 1. For all experiments, the sample was
stirred at 29 °C in a 1 mL cuvette; the excitation wavelength was set at
400 nm, and fluorescence emission was measured at 447 nm, every
300 ms, for the duration of the experiment.

Expression and Protein Purification. Expression and Purifica-
tion of FpvC. E. coli BL21 (DE3) carring pET23-789 were grown
at 37 °C in Luria—Bertani (LB) medium containing 100 ug/mL
ampicillin and 40 yM FeSO,. After 24 h of culture, bacteria were
harvested and resuspended in buffer A (50 mM Tris-HCl pH 8.0,
1 mM EDTA, 20% sucrose). To isolate the periplasmic fraction was
added 1 mg mL™" lysozyme, and the mixture was incubated for 2 min
on ice. The suspension was then centrifuged for 20 min at 6,700g. The
supernatant containing the periplasmic fraction was ultracentrifuged at
125,000g for 20 min to remove membrane traces from the sample. The
periplasm was diluted 3X in a solution of 50 mM MES pH 6.5 and
1 mM EDTA, loaded onto a Source S column (GE Healthcare)
equilibrated with 50 mM MES pH 6.5 and 1 mM EDTA, and then
eluted with a linear gradient of 0—1 M NaCl. The fractions containing
FpvC (as determined by SDS-PAGE) were pooled, concentrated, and
placed onto a Superdex 200 10/300 GL column (GE Healthcare)
equilibrated with 50 mM MES pH 6.5 and 350 mM NaCl. The
fractions containing FpvC were loaded onto a HiTrap Desalting
column (GE Healthcare) equilibrated with SO mM MES pH 6.5 to
remove salts from the sample. After purification, all of the protein
fractions were pooled and concentrated by ultrafiltration at 10,000g
using a molecular cutoff weight of 10 kDa (Amicon, Millipore).

Expression and Purification of FpvF. BL21(DE3) expressing FpvF
were grown at 37 °C in LB medium with 100 yg mL™" ampicillin until
the cultured cells reached an ODyg, of 0.6. Expression of the recom-
binant protein was induced with 1 mM IPTG at 37 °C for 3 h. Cells
were harvested by centrifugation, resuspended in a solution of S0 mM
Tris-HCl pH 8.0 and EDTA 1 mM, and then disrupted by two
sonications (50—60% amplitude). Soluble proteins were separated
from the cell membranes by a 125,000g ultracentrifugation for 20 min.
Twenty millimolar imidazole was added to the supernatant contain-
ing FpvF. The sample was applied onto a HisTrap column (GE
Healthcare) equilibrated in a solution containing S0 mM Tris-HCI pH
8.0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole. The protein was eluted with a
linear gradient of S0 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 500 mM
imidazole. The fractions containing FpvF (as determined by SDS-
PAGE) were pooled, concentrated, and washed by ultrafiltration with
50 mM Tris-HCI pH 7.5 and loaded onto a HiTrap Q column
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equilibrated with 50 mM Tris-HCl pH 7.5. The protein was eluted
with a linear gradient of 0—1 M NaCl in 50 mM Tris-HCI pH 7.5. The
FpvF fractions were loaded onto a HiTrap desalting column (GE
Healthcare) equilibrated with 50 mM Tris-HCl pH 7.5 to remove salt
traces from the sample. After purification, all of the protein fractions
were then pooled and concentrated by ultrafiltration at 10,000g using a
molecular cutoff weight of 10 kDa (Amicon, Millipore).

Electrospray Mass Spectrometry Analysis. All studies were
performed using an electrospray time-of-flight mass spectrometer
(ESI-MS) (MicrOTOF 11, Bruker, Bremen, Germany). The FpvC and
FpvF proteins were prepared at 100 4uM concentration in 100 mM
ammonium acetate buffer pH 6.5. Ultrafiltration at 10,000g using a
molecular cutoff weight of 10 kDa (Amicon, Millipore) was used for
the buffer exchange. Proteins were incubated with the equivalent of
10—20 FeCl;, PVDI, or PVDI-Fe. Samples were analyzed under
denaturing conditions at a final concentration of 5 pmol L™ in
water/acetonitrile v/v 1% formic acid and under native conditions at a
final concentration of 10 pmol yL™! in 150 mM ammonium acetate.
The samples were continuously infused into the ion source at a flow
rate of 3 yL min~" using a syringe pump (KD Scientific, Holliston,
MA, USA). Data were acquired in the positive mode. An ESI-L low-
concentration tuning mix (Agilent Technologies) was used to calibrate
the device for denaturation analyses, whereas a 1 mg mL™" solution of
cesium iodide (Fluka) in ethanol was used to calibrate the device for
native analyses. To preserve the noncovalent complexes, relatively mild
interface conditions were used; a declustering voltage (Capillary exit)
was ranged from 40 to 200 V, and the capillary temperature was set to
160 and 180 °C. The time of acquisition was between 30 s and 1 min.
Data were analyzed with Data Analysis software (ver 4.0 SP1, Bruker)
and the protein electro-spray spectra were deconvoluted using Maxi-
mum Entropy or Charge State Ruler.

Cross-Linking. An overnight culture of PAO6383 (50 mL) in iron-
limited medium was harvested and washed twice in 50 mM sodium
phosphate buffer (pH 6.8). The cell suspension was incubated in the
presence of 1 uM PVDI-Fe or 1 uM PVDI-Ga during 30 min. After
incubation at RT, the cells were incubated another 30 min in the
presence or absence of 1% formaldehyde. The cells were harvested and
resuspended in SO mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA, and 20%
sucrose to isolate the periplasmic fractions as described above. The
periplamic fractions were analyzed by immunoblotting using FpvC and
FpvF antibodies.

Immunoblot Analysis. Proteins were transferred onto nitro-
cellulose membranes by electroblotting (Bio-Rad). The nitrocellulose
membranes were then blocked by incubation for 20 min in phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.6, 5% dried milk powder) followed by
incubation in blocking buffer supplemented with a primary antibody.
They were then incubated in blocking buffer supplemented with a
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG secondary antibody (Sigma,
dilution 1/10000). Antibody binding was detected by enhanced chemi-
luminescence (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Subtrate,
Pierce). Anti-FpvC and anti-FpvF polyclonal antisera were prepared
from purified FpvC and FpvF, respectively. New Zealand rabbits were
immunized with 200 yg of proteins in 1 mL of PBS and Freunds
Complete Adjuvant V.
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Comme nous l'avons vu dans les chapitres précédents, le fer est un élément
indispensable a la vie. Il a un réle essentiel dans de nombreux processus biologiques
comme la synthése d’acides nucléiques, la phosphorylation oxydative, le transfert
d’électrons ou la respiration. Le fer possede également un réle clé au niveau de la
croissance bactérienne. Pour contourner le probléme de biodisponibilité du fer, les
microorganismes ont développé des systémes d’acquisition élaborés. Le mécanisme
le plus courant passe par la synthése et I'excrétion de chélateurs ayant une tres forte
affinité pour le fer. Le transport de ces complexes au travers de la membrane externe
des bactéries Gram-négatives implique des transporteurs TonB-dépendants. Les
premiéres stuctures de TBDT, exprimés chez E. coli, ont été résolues en 1998 et en
2005 seulement quatre structures de TBDT étaient publiées : FepA, FhuA, FecA et
BtuB.

Dans la premiére partie de cette these, I'optimisation du protocole de purification
du transporteur FpvA, chez P. aeruginosa, a permis de résoudre la structure de la
forme vide de ce TBDT et de la comparer aux structures des complexes FpvA-Pvd et
FpvA-Pvd-Fe. Le transport de petits composés au travers de la membrane externe
est énergie-dépendant et implique une interaction directe entre la protéine TonB et la
boite TonB du TBDT. Ces résultats ont permis de mettre en évidence, pour la
premiére fois, un mouvement du domaine de signalisation autorisant un échange de
brins p qui permet l'interaction de la boite TonB avec la partie C-terminale de la
protéine TonB. Ce mouvement du domaine de signalisation permet également une
interaction avec le facteur régulateur FpvR. Ces données montrent qu’il est
nécessaire d’avoir plusieurs changements de conformation suite a la liaison du
ligand pour permettre sa translocation et I'activation de la cascade de signalisation
(Publication n°9). Ces résultats ont été confirmés par des travaux équivalents
réalisés sur le transporteur FecA (Mokdad et al., 2012).

Les chapitres 2, 3 et 4 de cette thése ont été consacrés aux études structurales
et fonctionnelles de quatre TBDT de bactéries Gram-négatives. Un protocole efficace
allant du clonage a la cristallisation a été mis en place. L'étape délicate de
bioproduction a été réalisée a partir de systémes d’expression homologues ou
hétérologues. Une méthode de purification éprouvée, couplée a une approche
optimisée du criblage des conditions de cristallisation a tout d’abord permis de
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résoudre la structure du transporteur de I'alcaligine, FauA, chez B. pertussis a 2,3 A.
Plusieurs jeux de données de diffraction des rayons X ont également été collectés a
haute résolution pour plusieurs TBDT (ShuA, FetA, SuxA), validant notre approche
expeérimentale (Publication n°7).

La co-cristallisation de la forme native du transporteur ShuA, chez S. dysenteriae,
avec des sels d'atomes lourds a permis d’améliorer la qualité des cristaux et
d’augmenter leur pouvoir diffractant. La collecte d’'un jeu de données du complexe
ShuA-Pb et d’'un jeu de données de la forme séléniée de ShuA a permis de
déterminer sa structure a une résolution de 2,6 A. La comparaison de la structure
ShuA avec celle du complexe HasR-HasA-héme a permis de proposer un
mécanisme de fixation de I'héme par ajustement induit. La coordination de la
molécule d’héme par les His-86 et His-420, conservées chez les transporteurs
d’héme, viendrait déstabiliser deux réseaux de liaisons hydrogéne allant de I'His-86 a
la boite TonB. Ces changements conformationnels permettraient alors l'interaction
avec la protéine TonB et I'énergisation du transporteur (Publications n°5 & 6).

Le protocole présenté dans la publication n°7 a permis de résoudre la structure
du transporteur de I'énantiopyochéline FetA, exprimé chez P. fluorescens. L'analyse
de la structure du complexe FetA-EPch-Fe, couplée a des études pharmacologiques
et de docking a explicité l'importance de liaisons hydrogéne cruciales dans la
reconnaissance spécifique du ligand. Ces résultats ont permis de caractériser, pour
la premiére fois, les bases de I'énantiosélectivité au niveau structural (Publication
n°3).

Aujourd’hui dans la Protein Data Bank, on trouve 47 structures de protéines
impliquées dans le transport de complexe ferrique ou autres nutriments au travers de
la membrane externe des bactéries Gram-négatives, sous différentes formes (apo ou
holo). L’ensemble de ces structures ne représente que 13 TBDT. Mon travail a
permis de résoudre la structure de la forme apo d'un de ces transporteurs mais
également de trois nouveaux TBDT. Malgré toutes les informations apportées par
ces structures, le mécanisme de translocation du ligand au travers de ces
transporteurs n’est toujours pas élucidé. La compréhension de ces mécanismes
reste un défi important pour les prochaines années. TonB est un élément clé pour le
transport de composeés via les TBDT. La compréhension du mécanisme moléculaire
permettant I'énergisation des transporteurs peut permettre aux chimistes organiciens

de développer et de vectoriser des inhibiteurs spécifiques de [linteraction
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TonB-TBDT, pouvant enrayer le développement de bactéries pathogénes chez I'héte
et stopper l'infection. En paralléle, une stratégie dite du « Cheval de Troie », C'est a
dire en couplant un antibiotique a un sidérophore, permettrait d’utiliser les voies de
transport du fer pour inhiber la croissance bactérienne et cibler spécifiquement des
pathogénes multirésistants aux antibiothérapies actuelles (Noel et al., 2011 ; Zheng
et al., 2012). De récents travaux, publiés par Lukacik et al. et Patzer et al., montrent
que des fusion entre le lysozyme T4 et une toxine bactérienne, comme la pesticine,
permettent de dégrader le peptidoglycane des bactéries Gram-négatives en utilisant
les voies de transport du fer (Lukacik et al., 2012a ; Lukacik et al., 2012b ; Patzer et
al., 2012 ; Lukacik et al., 2013).

Apres avoir travaillé sur les transporteurs de la membrane externe, il était
intéressant de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués en aval, au
niveau du périplasme et de la membrane interne. La pyoverdine est un des
sidérophores majeurs produits par P. aeruginosa. Aprées la chélation du fer dans le
milieu extracellulaire, le complexe Pvd-Fe est transporté au travers de la membrane
via FpvA. Ensuite, le fer est relargué dans le périplasme par un meécanisme
n'impliquant pas de modification au niveau du sidérophore mais apparemment une
réduction du fer. FpvCDEF est trées probablement le transporteur impliqué dans le
transport du fer vers le cytoplasme, aprés sa dissociation du sidérophore. La
particularité de ce transporteur ABC est de posséder deux protéines périplasmiques
FpvC et FpvF. Les travaux réalisés in vitro ont montré que ces protéines
interagissent en formant des triméres FpvC-FpvF; et des tétraméres FpvC,-FpvF;
capables de lier le sidérophore ou le ferri-sidérophore. Ceci est le premier exemple
d’un transporteur ABC impliqué dans I'acquisition du fer par les sidérophores, ayant
deux protéines périplasmiques qui interagissent avec le sidérophore ferrique. Ce
travail a révélé que le transporteur FpvCDEF est nécessaire a la dissociation du
complexe Pvd-Fe dans le périplasme (Publication n°1). Cependant il reste a identifier
le mécanisme de réduction qui permettrait cette dissociation ainsi que les protéines
associées (réductases). Cette étude sera intégrée dans le projet « IronPath » financé
par '’ANR a partir de 2013.

L’ensemble de ces travaux a finalement permis davancer dans la

compréhension des meécanismes de transport du fer chez les bactéries
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Gram-négatives. Aujourd’hui il reste encore de nombreux points a élucider mais les
informations recueillies au cours de ces études nous donnent des pistes
intéressantes pour la suite. Plus précisément, jaimerais étudier au niveau
moléculaire les interactions entre les protéines périplasmiques et le transporteur
FpvA afin de comprendre comment la ferri-pyoverdine passe du site de liaison du
TBDT vers les protéines périplasmiques, du transporteur ABC. D’apres plusieurs
articles (Carter et al., 2006 ; Krewulak & Vogel, 2011), les protéines de liaisons
périplasmiques pourraient étre présentées au TBDT grace a la protéine TonB,
facilitant ainsi le transport du ligand vers le périplasme. Au laboratoire, nous
disposons de souches exprimant le domaine bouchon du transporteur FpvA. Dans
les projets futurs, je souhaiterais étudier par des approches biochimiques les
interactions entre le domaine bouchon, les protéines de liaisons périplasmiques et la
protéine TonB afin de déterminer comment s’effectue le transfert du complexe

Pvd-Fe vers les protéines FpvC et FpvF, chez P. aeruginosa.

Iy a quelques mois, jai obtenu les premiers cristaux des protéines
périplasmiques FpvC et FpvF. Je souhaite donc poursuivre les études structurales
de ces deux protéines et résoudre la structure de chacun des monomeéres. Si nous
arrivons a les séparer, nous pourrions envisager de résoudre la structure du trimere
ou du tétramere. En paralléle, il serait également intéressant d’exprimer, de purifier

et de cristalliser le transporteur FpvDE.

De plus, un nouveau complexe de membrane interne (FpvGHJK), impliqué dans
la dissociation du ferri-sidérophore, a récemment été identifié au laboratoire. |l sera
donc intéressant de déterminer ses partenaires d’interaction pour mieux comprendre

le mécanisme global de ce transport chez P. aeruginosa.
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Revue : Sélectivité et stéréosélectivité des

transporteurs de sidérophores ferriques

1 Introduction

L’article que je vais présenter dans ce chapitre est une revue qui traite des
différentes caractéristiques structurales et fonctionnelles des transporteurs de
sidérophores bactériens. Il reprend en grande partie les données présentées dans
l'introduction et dans les résultats scientifiques (Chapitres 1 et 2). Pour éviter la
redondance d’informations, je ne considérerai ici que le coté sélectif et stéréosélectif
de ces systémes de transport dédiés a l'assimilation du fer chez les bactéries
Gram-négatives. Ce travail a été élaboré en synergie avec le Dr Isabelle SCHALK et
le Dr Gaétan MISLIN, et reprend les données bibliographiques sur ce sujet et une
partie des résultats produits par I'équipe au cours des derniéres années (Publication
n°1 (Schalk et al., 2012a)).

2 Discussion

Le fer est essentiel pour le développement des micro-organismes. Pour
acquerir cet élément, ils secretent des sidérophores dans le milieu extracellulaire et
des TBDT sont exprimés au niveau de la membrane externe. Le transport des ferri-
sidérophores est énergie dépendant et s'opere grdce a la machinerie TonB. A
I'inverse des sidérophores, les TBDT ont des structures trés similaires mais leur site
de liaison sont trés spécifiques et autorisent un certain degré de sélectivité. Des
expériences de transport du °°Fe ont montré que chaque TBDT reconnait et
transporte un sidérophore particulier et parfois quelques sidérophores dont la
structure est trés proche. Un trés bon exemple concerne le systéme de transport du
fer par la voie pyoverdine chez P. aeruginosa. Chez les Pseudomonas fluorescents,
chaque espeéce produit un type de pyoverdine qui lui est propre et son TBDT associé.
La pyoverdine est composée d’'un chromophore et d’'une partie peptidique (8 a 12
résidus) linéaire, cyclique ou partiellement cyclique (Budzikiewicz, 2004). Les
expériences de transport et la résolution de la structure du transporteur FpvA en
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complexe avec différentes pyoverdines montrent qu’il existe des reconnaissances
croisées et parfois méme un transport. Au laboratoire, différents travaux ont indiqués
qu’il existait des pyoverdines de haute et de basse affinité, ou le mode de
coordination du fer est semblable (Figure 72). D’aprés la superposition des
structures, les différences d’affinité sont dues a la nature du premier acide aminé de
la chaine peptidique. Malgré les différences observées en terme d’affinité ou de
transport, les changements conformationnels observés au niveau de FpvA sont
quasiment identiques (Greenwald et al., 2009). Il semble que I'hexacoodination du
fer, impliquant le chromophore, soit suffisante pour générer la liaison du ferri-

sidérophore sur FpvA.

Figure 72 : Superposition des structures de
différents complexe pyoverdine-fer lié a
FpvA

L’alignement des différentes pyoverdines a été
réalisé a partir du « squelette » de FpvA. Le
chromophore est représenté en vert, I'atome
de fer en sphere de van der Waals orange. La
partie peptidique des pyoverdines de haute
affinité est représentée en rouge (Pvdl, ATCC
13525, DSM 50106, Pfl 18.1) et en cyan pour
celle de basse affinité (G173, Pa6).

A partir des structures de TBDT, on observe que la nature des acides aminés,
impliqués dans la liaison du ferri-sidérophore, est corrélée aux caractéristiques
physico-chimiques du ligand et peut étre extrémement variable. A titre d’exemple, la
poche de liaison de FecA est composée de résidus chargés positivement alors que
celle des transporteurs comme FhuA ou FptA implique des résidus majoritairement
aromatiques (Cobessi et al., 2005a ; Ferguson et al., 2002a ; Ferguson et al., 1998 ;
Greenwald, 2009 ; Locher et al., 1998 ; Yue et al., 2003).

Certains TBDT de ferri-sidérophores sont également capable de transporter
d’autres composés comme des antibiotiques ou des toxines bactériennes. En effet le
transporteur FhuA est capable de lier I'albomycine, un antibiotique basé sur une
structure analogue au ferrichrome et contenant plusieurs groupements hydroxamates.
L’analogie structurale entre les deux composés explique pourquoi I'albomycine est
capable de se lier au transporteur. FhuA est également capable de transporter le
composeé CGP 4382, un dérivé semi-synthétique de la rifamycine. La structure du

150



Revue : Sélectivité et stéréosélectivité des transporteurs de sidérophores ferriques

complexe FhuA-CGP 4382 (PDB 1FI1) montre que ce composé occupe le site de
liaison de maniére analogue au ferrichrome.

Les colicines sont des toxines produites par certaines bactéries et capables de
tuer d’autres espéces bactériennes. Les TBDT sont la cible de ces toxines. E. coli
produit un TBDT Cir capable de lier et de transporter le fer en complexe avec des
catécholates linéaires, comme la dihydroxybenzoyl sérine ou des dérivés de
céphalosporines. La structure du complexe Cir-colicine | a été résolue en 2007
(Buchanan et al., 2007). De maniére surprenante, la colicine se lie au niveau du
récepteur Cir en mimant la liaison d’un ferri-sidérophore. La liaison de cette toxine
génere également des changements de conformation inhabituels au niveau des
boucles L7 et L8 (Figure 73). Paradoxalement, la liaison d’antibiotiques et de toxines

explicite un surprenant manque de sélectivité de la part des TBDT.

Figure 73 : Structure des complexes FpvA-Pvd-Fe et Cir-colicine |

Comparaison des structures de FpvA-Pvd-Fe (A) (PDB 2IAH) et Cir-colicine | (B) (PDB 2HDI). FpvA
est représentée en vert pour le tonneau, orange pour le domaine bouchon et bleu pour le domaine de
signalisation. La ferri-pyoverdine est représentée en spheres de van der Waals. Le transporteur Cir
est représenté en turquoise pour le tonneau et jaune pour le domaine bouchon. La colicine est
représentée en rouge, et en spheres de van der Waals pour la partie qui interagit avec Cir. La colicine
occupe le site de liaison en mimant l'interaction d’'un complexe sidérophore-fer.
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Comme je l'ai décrit dans larticle n°3, la stéréospécificité des voies de
transport des ferri-sidérophores a été rapportée pour des ligands tels que la
pyochéline, la parabactine, I'acide rhodotorulique, la rhizoferrine, le ferrichrome ou
'entérobactine. L’'exemple le mieux décrit a ce jour reste [importante
stéréosélectivité des TBDT de la pyochéline et de I'énantiopyochéline (Brillet et al.,
2011).

De nombreux résultats obtenus au laboratoire montre que les sidérophores
sont capables de chélater d’autres métaux que le fer (Braud et al., 2009b ; Braud et
al., 2009). Cependant, les expériences de liaison montre que [Iaffinité de
transporteurs, comme FpvA ou FptA, est plus forte pour la forme ferrique du
sidérophore que pour d’autres complexes métalliques. Au niveau des structures
tridimensionnelles qui ont été résolues sous forme holo, le fer est toujours
hexacoordiné par le sidérophore et lui seul interagit avec le transporteur. Le
chélateur forme une sorte d’enveloppe autour du métal empéchant ainsi son
interaction directe avec le TBDT. Ces résultats montrent que les TBDT ne sont pas
hautement sélectifs vis a vis du métal transporté. Dans le cas de la voie pyoverdine,
chez P. aeruginosa, la sélection du métal est en réalité contrélée par une pompe
d’efflux qui exporte les complexes métalliques indésirables pour la bactérie dans le
milieu extracellulaire (Hannauer et al., 2012a). Pour toutes les structures résolues a
ce jour, l'interaction a lieu entre le transporteur et le sidérophore, aucune interaction
n’est mise en jeu avec le métal. Cette tolérance en terme de sélectivité des métaux
est probablement commune a 'ensemble de cette famille de transporteur.

L’ensemble des données présentes dans la littérature montre que les
protéines de la famille des TBDT se composent toujours d’'un tonneau 3 obstrué par
un domaine bouchon. Le transport du ferri-sidérophore est énergie dépendant et
implique la machinerie TonB de la membrane interne. Le site de liaison du ligand est
spécifigue mais autorise parfois la fixation et le transport de composés
structuralement proches. Aujourd’hui, 13 structures de TBDT ont été résolues sous
leurs formes apo et/ou holo, cependant le mécanisme de translocation du ligand au
travers de ces transporteurs n’est toujours pas élucidé, ce qui représente un défi

pour les années a venir.
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Abstract

To get access to iron, microorganisms produce and release into their environment
small organic metal chelators called siderophores. In parallel, they produce side-
rophore—iron outer membrane transporters (also called TonB-Dependent Transporters
or TBDT) embedded in the outer membrane; these proteins actively reabsorb the
siderophore loaded with iron from the extracellular medium. This active uptake requires
energy in the form of the proton motive force transferred from the inner membrane to
the outer membrane transporter via the inner membrane TonB complex. Siderophores
produced by microorganisms are structurally very diverse with molecular weights of
150 up to 2000 Da. Siderophore—iron uptake from the extracellular medium by TBDTs is
a highly selective and sometimes even stereoselective process, with each siderophore
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having a specific TBDT. Unlike the siderophores, all TBDTs have similar structures and
belong to the outer membrane B-barrel protein superfamily. The way in which the
siderophore-iron complex passes through the TBDT is still unclear. In some bacteria,
TBDTs are also partners of signaling cascades regulating the expression of proteins
involved in siderophore biosynthesis and siderophore—iron acquisition.

1. INTRODUCTION

Iron is an essential element for almost all forms of life. The oxidation
state of iron can change, reversibly, and it can coordinate and activate oxygen.
These properties have resulted in iron being a cofactor of various enzymes
involved in key metabolic processes, including ATP synthesis, nucleotide
biosynthesis, and DNA replication, transcription and repair Drakesmith &
Prentice, 2008). The paradox of this essential metal is its extremely low
solubility in aerobic and physiological environments. The presence of oxygen
rapidly oxidizes iron(Il) into insoluble ferric oxyhydroxides with a solubility
product of 1077, In the host during infections, iron is also poorly bioavailable
for pathogens, because it is always in complex with biological macromole-
cules, for example hemes, ferritins (iron storage proteins), transferin and lac-
toferrin (two proteins involved in iron transport). Thus, iron concentrations in
various bacterial environments are estimated between 10 and 10~ '* M
(Raymond, Dertz, & Kim, 2003). To overcome this problem of iron
bioavailability, microorganisms produce and use siderophores, small molecular
weight iron chelators secreted into the environment. The function of side-
rophores is to allow iron uptake by microbial cells. Siderophores have a high
affinity for iron(Ill) and are consequently able to solubilize iron from the
bacterium’s environment and to compete with the hosts iron-chelating
proteins. The siderophore-iron complexes formed are then transported back
into the bacterial cytoplasm by specific transporters.

The Gram-negative bacterial envelope is composed of outer and inner
membranes separated by a periplasm. Small molecules of molecular weight
lower than 600 Da can cross the outer membrane (from the extracellular
medium into the periplasm) by passive diffusion through porins (Nikaido,
2003). Siderophore—iron complexes are transported across the outer
membrane by TBDTs (TonB-dependent transporters). These transporters
are required by Gram-negative bacteria for uptake of compounds of
molecular weight higher than 600 Da and/or present at low concentrations
in the bacterial cell’s environment. This uptake is energy dependent. The
proton motive force of the inner membrane is used to activate the TBDTs
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Figure 1 TBDTs are involved in siderophore-iron uptake and, in some cases, in
signaling cascades regulating expression of genes involved in iron acquisition. Side-
rophore—iron complexes from the extracellular medium are recognized by their cor-
responding specific TBDT, which serves to transport the siderophore—-iron complex into
the periplasm. Some TBDTs are also involved in signaling cascades regulating the
transcription of genes encoding proteins involved in iron uptake. This signaling cascade
is initiated by the binding of the siderophore-iron complex to the TBDT, and involves
several components: the N-terminal signaling domain of the TBDT, the inner
membrane sigma regulator protein and the cytoplasmic extracytoplasmic function
(ECF) sigma factor. Both transport and induction functions require energy transduction
from the TonB machinery in the inner membrane. For color version of this figure, the
reader is referred to the online version of this book.

via an inner membrane complex called the TonB machinery (Fig. 1) (Postle
& Larsen, 2007). Once in the periplasm, the fate of siderophore—iron
complexes depends on the siderophore and bacterium. Iron can be released
from the siderophore in the periplasm, as for example in the pyoverdine
pathway in Pseudomonas aeruginosa (Greenwald et al., 2007; Schalk, Abdallah,
& Pattus, 2002; Yeterian, Martin, Lamont, & Schalk, 2010) or transported
across the inner membrane into the cytoplasm by either ABC transporters
or permeases (Cuiv, Clarke, Lynch, & O’Connell, 2004; Hannauer,
Barda, Mislin, Shanzer, & Schalk, 2010; Koster, 2001). Iron release from
the siderophore in the periplasm or cytoplasm involves the reduction of
the iron and/or degradation or modification of the siderophore (Brickman
& Mclntosh, 1992; Hartman & Braun, 1980; Matzanke, Anemuller,
Schunemann, Trautwein, & Hantke, 2004). Iron uptake has to be tightly
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controlled because an excess of free iron can catalyze the generation of
highly reactive oxygen and nitrogen intermediates that damage biological
macromolecules. Therefore, expression of the proteins involved in side-
rophore biosynthesis and in siderophore—iron uptake is tightly regulated by
the intracellular concentration of iron (Braun & Braun, 2002; Fleischhacker
& Kiley, 2011; Visca, Leoni, Wilson, & Lamont, 2002).

This review focuses only on the transport of siderophore—iron complexes
from the extracellular medium into the bacterial periplasm by TBDTs. We
first consider some examples of siderophores and describe the chemical and
structural diversities of these compounds. Then, the structures of TBDTs
solved to date are presented, and the specificity of the recognition between
siderophore—iron complexes and TBDT-binding sites will be addressed.
Mechanistic models of siderophore—iron translocation across the outer
membrane by TBDT are discussed and the involvement of these proteins in
signal cascades considered.

g 2. SIDEROPHORES

More than 500 different siderophores have now been identified
and 270 are characterized structurally (for a review on siderophores, see
Boukhalfa & Crumbliss, 2002; Hider & Kong, 2011). These compounds are
organic chelators produced by microorganisms, fungi and plants to make
iron accessible (Hider & Kong, 2011). They all have a low molecular
weights (1502000 Da), and present a high and specific affinity for iron(III).

The high affinity and selectivity of siderophores for Fe(Ill) is due to (i)
stringent selection of metal-binding groups, (i1) the number of binding units,
and (iii) their stereochemical arrangement. Oxygen atoms are the best
donors for iron(lll) coordination and the most common geometry for
iron(IIl) coordination is octahedral with six heteroatoms arranged around
the iron center (Boukhalfa & Crumbliss, 2002). This octahedral coordina-
tion favors the formation of the thermodynamically stable high-spin iron(I1I)
species. The oxygen atoms of the siderophore are organized into bidentate
functions, such as catechols, hydroxamates and o-hydroxycaboxylates
(Fig. 2) (Hider & Kong, 2011). In some siderophores, nitrogen is also
involved as donor atom, but in such structures, the affinity for iron(III) tends
to be lower (Hider & Kong, 2011). The hexadentate structure is the most
common siderophore form, with a mixture of coordination ligands (mostly
hydroxamate and catechol functions) attached to either linear or cyclic
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structures (Fig. 2). Siderophores with lower denticity (tetradentate, tri-
dentate and bidentate) are also produced by microorganisms, but these
chelators cannot alone achieve full Fe(IIl) coordination and complexes with
higher siderophore:Fe(Ill) stoichiometry have been described (Fig. 2)
(Spasojevic, Boukhalfa, Stevens, & Crumbliss, 2001).

In general, hexadentate siderophores have a much higher aftinity for
Fe(IIl) than do tetradentate siderophores, which have a higher iron affinity
than bidentate siderophores (Albrecht-Gary & Crumbliss, 1998). All side-
rophores possess a higher affinity for iron(III) than for iron(II). For example,
desferrioxamine B, a hexadentate siderophore with three hydroxamate
units, has an affinity for iron(Ill) that is 20 orders of magnitude higher than
that for iron(Il) (Helman & Lawrence, 1989).

For many siderophores, a large range of closely related structures have been
reported. For example, more than 60 analogues of pyoverdines Fuchs, Schafer,
Geoffroy, & Meyer, 2001) have been reported, and 21 analogues of desferri-
chrome, 21 analogues of enterobactin and 20 analogues of ferrioxamines have
been described (Hider & Kong, 2011). In siderophore structures, it is very
common to find D-amino acids, unusual amino acids like ornithine, and N-
and C-terminal blocked peptides, and these residues provide resistance to
peptidase and to other lytic enzyme activities. Also a specfic feature of side-
rophores produced by marine bacteria is the presence of one or two fatty acyl
chains (Butler, 2005; Martinez et al., 2003; Xu, Martinez, Groves, & Butler,
2002); consequently, these chelators are surface active and tend to form
molecular micelles Butler, 2005; Martinez et al., 2003; Xu et al., 2002).

Most bacteria are able to produce several siderophores of different
chemical structures and to use in addition heterologous siderophores
(siderophores produced by other microorganisms). For example, P. aerugi-
nosa produces two major siderophores, pyoverdine and pyochelin (Fig. 2),
but is able to use at least five heterologous siderophores: cepabactin, ferri-
chrome, enterobactin, ferrioxamine and citrate (Hannauer et al., 2010;
Llamas et al., 2006; Mislin et al., 2006; Schalk, 2008). Why bacteria
synthesize and use multiple siderophores is still unclear. It does, however,
incontestably illustrate the high importance of iron for microorganisms, and
is presumably a mechanism driven by evolution. It has been proposed that
this diversity results from the interplay between siderophore-producing and
nonproducing microorganisms: when there are many non-producers
exploiting a siderophore, it is beneficial to produce a siderophore unusable
by the dominant population (Lee, van Baalen, & Jansen, 2012).
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§ 3. STRUCTURE OF SIDEROPHORE-IRON TBDTS

TBDTs are located in the bacterial outer membrane and their bio-
logical function is to import nutriments, and especially siderophore—iron
complexes, from the extracellular medium. These transporters are char-
acterized by a very stringent siderophore selectivity. This is associated with
a strong correlation between the number of siderophores able to be used
by a bacterium and the number of genes encoding iron-regulated TBDTs
in its genome. Genome sequencing has revealed that many bacteria have
numerous genes encoding these transporters, but not all are involved in
iron acquisition (Blanvillain et al., 2007; Schauer, Gouget, Carriere,
Labigne, & de Reuse, 2007). In the P. aeruginosa genome, there are 32
genes coding for TBDTs but only 11 seem to be involved in iron uptake
(Llamas et al., 2006). Escherichia coli has seven genes coding for side-
rophore—iron TBDTs. The different siderophore—iron TBDTs share 20—
45% sequence homology and two major groups can be identified.
Members of the first group are composed of only two domains, a B-barrel
domain and a plug domain (Fig. 3), and these transporters are only
involved in siderophore—iron transport processes. The second group has an
additional periplasmic domain called the signaling domain (Fig. 3); this
domain is not involved in siderophore—iron uptake but plays a key role in
the signaling cascade regulating the expression of proteins involved in
siderophore biosynthesis and siderophore—iron uptake (Fig. 1) (Braun &
Braun, 2002; Visca, 2004). An important conserved sequence of about
seven residues, corresponding to the so-called TonB box, is found in the
N-terminal part of the plug domain of proteins of group 1 and between
the plug and the signaling domain of the proteins of group 2. This TonB
box 1s necessary for TBDTs to become active: it is required for side-
rophore—iron complex transport from the extracellular medium into the
periplasm and, for TBDTs of group 2, for activation of the signaling
cascade (Shirley & Lamont, 2009). Indeed, deletion of this small region
abolishes both transport and activation of the signaling cascade (Shirley &
Lamont, 2009).

The first three structures of TBDTs were published at the end of 1998
and beginning of 1999: two structures of FhuA (Ferguson, Hofmann,
Coulton, Diederichs, & Welte, 1998; Locher et al., 1998) and one of FepA
(Buchanan et al., 1999), the E. coli ferrichrome and ferrienterobactin
TBDTs, respectively. The structures of 12 more TBDTs have been solved
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since then: six are siderophore—iron TBDTs (FecA, FpvA, FptA, FetA, Cir
and FauA, Table 1), three are involved in the uptake of other compounds
(vitamin B12 and heme) and one is apparently also involved in iron uptake
(FrpB) but its siderophore has not been identified yet (Table 1). In addition,
the structures have been solved of these TBDTs in various loading states, and
for two of them bound to the periplasmic domain of TonB (FhuA and BtuB,
the ferrichrome and vitamin B12 TBDTs in E. coli, respectively; Table 1).
All these structures are composed of a 22-stranded antiparallel trans-
membrane B-barrel (Fig. 3). The lumen of the barrel is filled with the N-
terminal globular domain (named plug, hatch or cork) and the binding site is
always located on the extracellular face of the transporter, exposed to the
solvent, and is constituted by residues of both the plug and the B-barrel
domains.

The barrel domain of TBDTs is around 70 A in height and most
transmembrane strands extend beyond the outer leaflet of the bilayer. The
tilt of the B-strands relative to the axis of the barrel is always around 45°. The
B-strands of the transmembrane barrel are connected by 11 long and flexible
extracellular loops and 10 periplasmic turns. The length and amino acid
content of the extracellular loops differ between transporters and may play
a role in ligand recognition and binding (see below).

The plug domains of TBDTs are mostly a mixed four-stranded B-sheet
with surrounding loops and helices. They are globular in form and occlude
the lumen of the B-barrel thereby preventing direct passage of the side-
rophore—iron complex across the barrel. One region of the plug domain is
exposed to the periplasm and the other to the extracellular medium and
participates in the ligand-binding site. The plug domain is kept in place in
the B-barrel by 40-70 hydrogen bonds and two salt bridges involving four
highly conserved residues: two Arg residues of the plug and two conserved
Glu in the barrel domain (Chimento, Kadner, & Wiener, 2005; Wiener,

4Figure 3 Structure of FptA (left) and FpvA (right), the P. aeruginosa pyochelin-iron and
pyoverdine-iron TBDTs, respectively (Brillet et al, 2007; Wirth et al, 2007). Both
transporters are loaded with their corresponding siderophore-iron complex. The (-
barrel is colored in cyan in FptA and in green in FpvA, the plug domains are shown in
purple (FptA) and in orange (FpvA) and the signaling domain in blue. The TonB boxes
are disordered in both structures. The pyochelin- and pyoverdine-iron complexes are
displayed in van der Waals spheres. (A) Overall side view of FptA and FpvA. (B) Overall
top (extracellular) view. (C) Structure of the plug domains with the signaling domain for
FpvA (side view). All the drawings in this review were prepared using PyMol. See the
color plate.



Table 1 Known structures of TBDT involved in siderophore-iron transport

Ligand or Resolution
Origin TBDT protein in complex (A) PDB code Reference
E. coli FhuA No ligand 2.50 2FCP Ferguson et al. (1998)
E. coli FhuA No ligand 2.50 1QFG Ferguson, Braun, et al. (2000)
E. coli FhuA No ligand 2.70 1BY3 Locher et al. (1998)
E. coli FhuA Ferrichrome 2.70 1QFF Ferguson, Welte, et al. (2000)
E. coli FhuA Ferrichrome 2.60 1BY5 Locher et al. (1998)
E. coli FhuA Ferrichrome 2.70 1FCP Ferguson et al. (1998)
E. coli FhuA Albomycin 3.10 1QKC Ferguson, Braun, et al. (2000)
E. coli FhuA Rifamycin 2.90 1FI1 Ferguson et al. (2001)
E. coli FhuA Phenylferricrocin 2.95 1QJQ Ferguson, Braun, et al. (2000)
E. coli FhuA TonB 3.30 2GRX Pawelek et al. (2006)
E. coli FecA No ligand 2.50 1PNZ Yue et al. (2003)
E. coli FecA No ligand 2.00 1KMO Ferguson et al. (2002)
E. coli FecA Dicitrate 2.15 1POO0O Yue et al. (2003)
E. coli FecA Dicitrate—iron 2.50 1KMP Ferguson et al. (2002)
E. coli FecA Dicitrate—iron 3.40 1PO3 Yue et al. (2003)
E. coli FepA No ligand 2.40 1FEP Buchanan et al. (1999)
E. coli Cir No ligand 2.65 2HDF Buchanan et al. (2007)
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Buchanan et al. (2007)

Brillet et al. (2007)

Greenwald et al. (2009)

Cobessi, Célia, Folschweiller, et al. (2005)

Wirth et al. (2007)

Greenwald et al. (2009)

Greenwald et al. (2009)

Greenwald et al. (2009)

Greenwald et al. (2009)

Greenwald et al. (2009)

Greenwald et al. (2009)

Greenwald et al. (2009)

Brillet et al. (2011)

Salem et al. (2012)

Brillet, Meksem, Lauber,
Reimmann, and Cobessi (2009)

E. coli, Escherichia coli; P. aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa; N. meningitidis, Neisseria meningitidis ; B. pertussis, Bordetella pertussis; FhuA, TBDT of ferrichrome; FecA,
TBDT of citrate—iron; FepA, TBDT of enterobactin—iron; Cir: TBDT of iron complex of dihydroxybenzoylserine; FpvA, TBDT of pyoverdine—iron; FptA, TBDT
of pyochelin—iron; FetA, TBDT of enantio-pyochelin—iron; FrpB, TBDT of an unknown siderophore—iron complex; FauA, TBDT of alcaligin—iron.
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2005). Several other conserved motifs are found in all TBDT structures
(Chimento et al., 2005; Noinaj, Guillier, Barnard, & Buchanan, 2010;
Wiener, 2005): TEE, PGV, IRG box, LIDG box, RP box and the HB4
motifs. In all TBDT structures, the plug is highly solvated inside the barrel
pore (Chimento et al., 2005).

The conserved TonB box is located at the beginning of the plug domain
on the periplasmic face of the TBDT and has either ordered or disordered
conformations. However, no good correlation between the siderophore—
iron loading status of the TBDT and the conformation of its TonB box has
been demonstrated. (Fanucci, Lee, and Cafiso 2003) suggest that the
conformation of this small domain may be very sensitive to its environment,
and to solutes used during crystallization (Freed, Horanyi, Wiener, & Cafiso
2010).

Some TBDTs have an additional N-terminal domain, upstream from
the plug domain and called the signaling domain. The signaling domain
structure has only been observed in situ in FpvA (TBDT of P. aeruginosa)
loaded or not loaded with pyoverdine—iron (Fig. 4) (Brillet et al., 2007,
Wirth, Meyer-Klaucke, Pattus, & Cobessi, 2007). For FecA and PupA
(citrate—iron and pseudobactin—iron TBDTs in E. coli and Pseudomonas
putida, respectively), this domain was cloned without the rest of the
protein and the 3D structure solved by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) (Ferguson et al., 2007). The overall folding of this domain is well
conserved and involves two d-helices sandwiched between two P-sheets
(Fig. 4D and E). In FpvA, the signaling domain is linked to the plug by
a long flexible loop called the connecting loop and containing the TonB
box (Fig. 4A). In FpvA structures, the signaling domain moves between
the two positions depending on the loading status of the transporter
(Fig. 4A—C), suggesting that it is highly flexible probably because of the
long connecting loop.

S 4. BINDING SITES OF SIDEROPHORE-IRON TBDTs

4.1. Siderophore Selectivity

The high siderophore selectivity of TBDTs was demonstrated in the 1990s
by work based on siderophore—""Fe uptake assays and mutagenesis. Each
TBDT recognizes and transports a specific siderophore, in some cases a few
structurally related siderophores, but never siderophores with different
chemical structures. Over the last 10 years, the resolution of several TBDT
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FpvA domains

Signal seq | Signaling

MI-A43 | N44-A118 T139-E276 F277-F815

Plug ’ Barrel

| TonB box |
D126-T133

Figure 4 Conformational change in the signaling domain of FpvA upon binding of
pyoverdine-iron (Brillet et al., 2007). The B-barrel and plug domains are colored in
green and orange, respectively, in A and B. The signaling domain of apo FpvA and
FpvA-pyoverdine-iron are cyan and blue, respectively. The connecting loop and
TonB box are only visible in the apo FpvA structure and are in pink and in yellow,
respectively. The pyoverdine-iron complexes are displayed in van der Waals spheres
(A) Side view of apo FpvA. (B) Side view of FpvA-pyoverdine-iron. (C) Superimposi-
tion of apo FpvA and FpvA-pyoverdine-iron. (D) View of the signaling domain in
FpvA. (E) View of the signaling domain in FpvA-Pvd-Fe. (F) The different FpvA
domains: Signal seq., signal sequence; Signaling, signaling domain, C. loop, connecting
loop; Plug, plug domain and barrel, barrel domain. See the color plate.
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structures has revealed that the binding site is always located in the lumen
on the extracellular face of the transporter and is composed of residues of
the barrel and the plug domains. This rule applies to all known TBDT
structures, whatever the siderophore recognized and transported. In all
cases, the binding affinity is in the range of 0.1-5 nM (Clément, Mesini,
Pattus, Abdallah, & Schalk, 2004; Hoegy et al., 2005; Payne et al., 1997,
Schalk et al., 2001) and the binding kinetics are often biphasic (Clément
et al., 2004; Payne et al., 1997). This binding is energy independent: the
TBDT is able to bind its corresponding siderophore—iron complex even in
the absence of any proton motive force and TonB expression, but no
uptake occurs (Clément et al., 2004; Hoegy et al., 2005; Payne et al., 1997;
Schalk et al., 2001). The nature of the amino acids involved in binding sites
allowing specific siderophore recognition differs between TBDTs. For
example, the citrate—iron recognition binding pocket of FecA is lined with
positively charged residues (Ferguson et al, 2002; Yue, Grizot, &
Buchanan, 2003), whereas the corresponding regions of FhuA and FptA
(ferrichrome and enterobactin—iron TBDTs in E. coli) are predominantly
lined with aromatic residues (Cobessi, Celia, & Pattus, 2005; Ferguson
et al., 1998; Locher et al., 1998).

Uptake assays and TBDT structures indicate that some transporters are
able to transport structurally related siderophores. The best examples of this
are the pyoverdine—iron uptake pathways in fluorescent Pseudomonads.
Each strain produces its own pyoverdine, composed of an aromatic chro-
mophore derived from 2,3-diamino-6,7-dihydroquinoline, linked to
a peptide of 8—12 residues. The peptide part is unique to each strain. Some
are linear, others partially or entirely cyclic, and their composition and
length are specific to the producer strain (Budzikiewicz, 2004). The
production of a specific pyoverdine goes in Pseudomonads with the
expression of a corresponding TBDT. Uptake assays using > Fe have shown
that these different pyoverdine/TBDT pathways are highly specific with
very little cross recognition or cross uptake (Meyer et al., 2002). The
structure of the pyoverdine-TBDT, FpvA from P. aeruginosa, has been
solved in complex with its own pyoverdine—iron complex and with non-
cognate pyoverdines of high or low affinity (Greenwald et al., 2009). *>°Fe
uptake by FpvA was found only with pyoverdines of high affinity
(Greenwald et al., 2009). Surprisingly, all siderophores tested induced nearly
the same conformational changes in FpvA and the chromophore; the iron
and its chelating groups in the various pyoverdine—iron complexes have
equivalent configurations in all structures solved (Fig. 5). Presumably, this is
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Figure 5 Overlay of the different pyoverdine-iron complexes bound to FpvA (Green-
wald et al., 2009). The alignment was performed using only the FpvA backbone. For
clarity, only the backbones of the pyoverdine peptides are represented. The chromo-
phore ring (green) and the side chain of the modified amino acids involved in iron
chelation (gray) are shown as sticks, with nitrogen in blue and oxygen in red. The iron
atoms are represented as orange spheres. The color code is red for the high-affinity
pyoverdines (PVDI, ATCC 13525, DSM 50106 and Pfl 18.1) and cyan for the low-affinity
pyoverdines (G173 and Pa6). See the color plate.

because iron coordination obeys the same rules in all pyoverdine—iron
complexes. A close relationship between transporter—siderophore—iron
structures and the measured affinities was found not in the FpvA structures
but in the different pyoverdine structures. The high- and low-affinity
binders could be distinguished on the basis of the structure of the first amino
acids of the pyoverdine peptide chain (Fig. 5), whereas the structure of the
C-terminal portion of the siderophores, often cyclic, does not appear to
make any large contribution to the interaction between the siderophore and
the FpvA. According to these structures, the iron with its six dentates
(involving the chromophore) seems to be the first element to position itself
in the FpvA site, and then the peptide moiety positions according to its
sequence and to its affinity for the binding site. FpvA has the same
conformation in all seven pyoverdine—iron structures, so probably only the
chromophore, the iron and its chelating groups cause the change of
conformation observed in FpvA.

Some TBDTs are also able to bind and transport ligands other than
siderophores, including in some cases antibiotics. The structures of FhuA
(ferrichrome TBDT in E. coli) bound to albomycin and rifamycin have been
solved (Ferguson, Braun, et al., 2000; Ferguson et al., 2001). These
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antibiotics bind to the ferrichrome binding pocket in FhuA. Albomycin is an
antibiotic that consists of a hydroxamate-type iron-chelating siderophore,
structurally analogous to ferrichrome, and an antibiotically active, thiribosyl
pyrimidine moiety (Ferguson, Braun, et al., 2000). This similarity between
ferrichrome and albomycin explains why this antibiotic is able to bind to
FhuA binding pocket. FhuA also transports the semisynthetic rifamycin
derivative CGP 4832, although the chemical structure of this antibiotic
difters markedly from that of ferrichrome. The X-ray structure reveals that
rifamycin CGP 4832 occupies the same ligand-binding site as ferrichrome
and albomycin, thus demonstrating a surprising lack of selectivity of FhuA
for this molecule.

TBDTs actively transport siderophores and siderophore—antibiotic
conjugates like albomycin, but are also the targets of bacterial toxins
including the colicins and bacteriophages. Colicins are large toxic peptides
secreted by certain bacterial strains to kill other bacteria (for a recent review,
see Cascales et al., 2007). The structure of E. coli TBDT Cir in complex with
colicin I has been solved (Buchanan et al., 2007). Interestingly, the receptor-
binding domain of colicin I (protein of 69 kIDa) mimics siderophore binding
by sitting in the binding pocket at approximately the same depth as metal
chelates (Fig. 6) and like siderophore—iron complexes forms hydrogen bonds
with residues of the plug domain. The binding of colicin I also induces
a large unusual movement in extracellular loops L7 and L8: these loops
move to open outward by 37° as compared with the same loops in the
uncomplexed Cir structure.

4.2. Siderophore Stereoselectivity

Stereospecificity of siderophore-dependent iron uptake pathways has been
reported for the following siderophores: pyochelin, parabactin, rhodo-
torulic acid, rhizoferrin, ferrichrome and enterobactin (Bergeron, Dionis,
Elliott, & Kline, 1985; Bergeron, Xin, Weimar, Smith, & Wiegand, 2001;
Drechsel, Jung, & Winkelmann, 1992; Muller, Isowa, & Raymond, 1985;
Munzinger et al., 1999; Neilands, Erickson, & Rastetter, 1981; Winkel-
mann, 1979). The best example is pyochelin, a thiazoline-containing
siderophore with three chiral centers, produced by P. aeruginosa (Hoegy
et al., 2009). Pseudomonas fluorescens produces enantio-pyochelin, the same
molecule but with the opposite configuration for the three asymmetric
centers (Youard, Wenner, & Reimmann, 2011). Enantio-pyochelin
promotes growth under iron limitation of P. fluorescens, but not that of P.



Siderophore-Iron Outer Membrane Transporters 53

Figure 6 Pyoverdine-iron in its binding site on FpvA and interaction between colicin |
and the Cir-binding site (Buchanan et al., 2007). FpvA is in green (barrel), orange (plug)
and blue (signaling domain). Cir is colored in dark green (barrel) and yellow (plug) and
colicin in red and the region of colicin interacting with Cir is represented in van der
Waals spheres. The region of colicin | interacting with CirA mimics siderophore-iron
binding and sits at approximately the same depth in the binding site as siderophore-
iron in the structures of other TBDTs. For interpretation of the references to color in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this book.

aeruginosa (Hoegy et al., 2009). Reciprocally, pyochelin promotes growth
of P. aeruginosa but is not functional for P. fluorescens (Hoegy et al., 2009).
After iron chelation in the extracellular medium, pyochelin—Fe(III) and
enantio-pyochelin—Fe(IIl) are recognized and transported by their specific
outer membrane transporters: FptA in P. aeruginosa and FetA in P. fluo-
rescens (Hoegy et al., 2009). The two TBDTs share little sequence identity
but substantial structural similarities, and surprisingly the pyochelin and
enantio-pyochelin binding pockets do not share any structural similarity
but display similar physicochemical properties (Brillet et al., 2011; Cobessi,
Celia, & Pattus, 2005). Structural analysis of FetA—enantio-pyochelin—
Fe(Ill) and FptA—pyochelin—Fe(Ill) combined with mutagenesis and
docking studies revealed that the stereospecific recognition of both
enantiomers by their corresponding transporters is determined by the
configuration of the siderophore’s chiral C4” center (Fig. 7) (Brillet et al.,
2011; Cobessi, Celia, & Pattus, 2005; Hoegy et al., 2009). This recognition
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Figure 7 Superimposition of FptA-pyochelin-iron and FetA-enantio-pyochelin-iron
showing the location and conformation of the siderophore—iron complexes in their
corresponding binding sites (Brillet et al., 2011; Cobessi, Celia, & Pattus, 2005). FptAand
FetA are colored purple and cyan, respectively. Pyochelin and enantio-pyochelin are in
purple and cyan, respectively. The iron ion is orange. See the color plate.

involves specific hydrogen bonds between the Arg91 guanidinium group
and enantio-pyochelin—Fe for FetA and between the Leull17-Leull6
main chain and pyochelin—Fe for FptA. FetA and FptA are the first TBDT's
to be structurally described with opposing binding enantioselectivity for
their ligands.

Stereochemistry also appears to be important for the interaction of
pyoverdine—iron to its transporter, FpvA. The 3D structure of pyoverdine—
Ga(IIl) was determined by NMR and reveals the presence in solution of two
interchanging conformations of the siderophore upon binding of the gal-
lium(I1I) ion (Wasielewski et al., 2008). Both conformers are present with
roughly equivalent populations. The conformational interchange involves
a stereoisomerization of the metal-binding coordination accompanied by
a change in the global shape of the complex (Wasielewski et al., 2008). In
the crystal structures of the various FpvA—pyoverdine—iron complexes
determined (Greenwald et al., 2009; Wirth et al., 2007), only the A-4
configuration was observed, revealing a conformer selectivity of the
binding site.

4.3. Metal Selectivity

There are extensive data showing that siderophores are able to chelate metal
cations other than iron (Braud, Hoegy, Jezequel, Lebeau, & Schalk, 2009;
Braud, Geoftroy, Hoegy, Mislin, & Schalk, 2010; Chen, Jurkewitch,
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Bar-Ness, & Hadar, 1994; Hernlem, Vane, & Sayles, 1996; Neubauer,
Nowack, Furrer, & Schulin, 2000). Binding experiments have shown that
FpvA and FptA (pyoverdine—iron and pyochelin—iron TBDTs in P. aeru-
ginosa) are able to bind their corresponding siderophore when complexed
with metals other than iron (Braud, Hannauer, Mislin, & Schalk, 2009;
Hannauer et al., 2012; Schalk et al., 2011). The affinities are highest for the
ferric form of the siderophore and lower for complexes between side-
rophores and aluminum(Ill), manganese(ll) or silver(I). In all TBDT
structures solved, iron is always hexacoordinated by the siderophore and the
transporter interacts only with the chelator, which forms like a shell around
the metal. This absence of direct interaction between TBDTs and the metal
chelated by siderophores probably explains the large metal specificity of this
transporter. Uptake assays have shown that FpvA and FptA are both able to
transport metals other than iron. Co>", Ga> and Ni*" can accumulate via
the pyochelin pathway in P. aeruginosa cells but with uptake rates 23- to 35-
fold lower than for pyochelin—iron (Braud, Hannauer et al., 2009). Uptake
assays with various mutants, monitored by inductively coupled plasma-
atomic emission spectrometry for metal detection and by fluorescence for
pyoverdine detection, show that FpvA has a broad metal specificity for both
the binding and uptake of pyoverdine—metal complexes (Hannauer et al.,
2012). The same approach shows that the metal selectivity of the pyo-
verdine/FpvA pathway is controlled by the PvdRT-OpmQ efflux pump,
which exports all unwanted metals complexed with the siderophore from
the bacterial periplasm (Hannauer et al., 2012). For all TBDTs with solved
structures, the transporters interact only with the siderophore and not with
the iron ion, so this wide metal permissiveness may be a common feature to
transporters of this family.

4.4. Change of Conformations Induced by Siderophore-Iron
Binding to TBDTs
Comparisons of TBDT structures, loaded or not loaded with their corre-
sponding siderophore—iron complexes, have been possible only for FhuA,
FecA and FpvA, the only TBDTs crystallized in different loading status
(Table 1). Binding of siderophore—iron complexes to TBDTs induces
conformational changes in the transporter: in the binding site itself, in some
of the extracellular loops and in the N-terminal region.

Comparison of pyoverdine—gallium(IIl) in solution (structure solved by
NMR) and pyoverdine—iron(IIl) bound to FpvA (X-ray structure) reveals
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a distinct change in the conformation of the siderophore peptide backbone
upon binding to the TBDT and on regions neighboring the binding pocket
of the receptor (Wasielewski et al., 2008; Wirth et al., 2007). This dynamic
behavior suggests an induced fit mechanism during binding.

The crystal structures of FpvA bound to non-cognate pyoverdines with
high or low affinities indicate that extracellular loop L7 moves, bringing
a Trp and a Tyr closer to the high-affinity pyoverdines, but not to the low-
affinity pyoverdines, for which little movement of L7 is observed (Green-
wald et al., 2009). In the case of FecA, ligand binding leads to a major change
in the conformation of extracellular loops L7 and L8: they close toward the
ferricitrate binding pocket, thereby preventing the escape of the siderophore
(Ferguson et al., 2002). Deletion of these loops inhibits citrate—iron binding
to FecA (Sauter & Braun, 2004). Mutagenesis studies with FpvA implicate
L4,L7 and L9 in pyoverdine—Fe uptake (Nader et al., 2007). Finally, no such
loop closure has been detected for FhuA (Ferguson et al., 1998; Locher et al.,
1998). However, molecular dynamics simulations suggest that L8 of FhuA
closes the binding site following the binding of ferrichrome in a manner
similar to that observed with FecA (Faraldo-Gomez, Smith, & Sansom,
2004), but deletion of this loop has little effect on ferrichrome transport
(Endriss & Braun, 2004). Elimination of the L3 and L11 loops of FhuA
abolishes ferrichrome binding and transport (Endriss & Braun, 2004),
consistent with an important role for these loops in transport.

Ferrisiderophore binding also triggers additional structural changes at the
periplasmic surface of the plug domain. FhuA and FecA contain a short
helical region called the switch helix, which unwinds in the presence of
bound substrate (Ferguson et al., 1998, 2001, 2002; Ferguson, Braun, et al.,
2000; Locher et al., 1998; Yue et al., 2003), possibly leading to a movement
of the TonB box required for interaction with TonB. The unwinding of the
switch helices in crystal structures of ferrisiderophore-bound FhuA and FecA
suggests that TonB may recognize a disordered conformation of the TonB
box. However, as stated above, if we consider all TBDT structures, no real
correlation can be established between the siderophore—iron loading status
of the transporters and the conformation of the TonB box.

Moreover, in FpvA structures, the positioning of the signaling domain in
the periplasm depends on the loading status of the transporter but the folding
is not affected by loading (Brillet et al., 2007; Schalk, Lamont, & Cobessi,
2009; Wirth et al., 2007). The signaling domain of unloaded FpvA interacts
with residues of its TonB box (Fig. 4) (Brillet et al., 2007). This interaction is
very similar to those of the TonB boxes of BtuB and FhuA with TonB
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(Pawelek et al., 2006; Shultis, Purdy, Banchs, & Wiener, 2006): the TonB
box forms a four-stranded B-sheet with three P-strands of the signaling
domain. When loaded with pyoverdine—Fe, the signaling domain moves,
probably activating the signaling cascade and enabling the interaction of the
TonB box with TonB. In FpvA—pyoverdine—Fe, the TonB box cannot be
detected from electron density following pyoverdine—Fe binding suggesting
that the flexibility of the connecting loop probably allows FpvA to interact
with both FpvR, to regulate the expression of pyoverdine biosynthetic
genes and fpva, and TonB for energy transduction and pyoverdine—Fe
uptake.

S 5. SIDEROPHORE-IRON TRANSPORT BY TBDTs

5.1. Uptake by TBDTs Requires Energy

The pore through the barrel of TBDTs is completely occluded and does not
allow diftusion of ligands without an energy input to open the pore. The outer
membranes do not contain an energy source. The proton motive force of the
inner membrane is the energy source for this transport and is transferred to the
outer membrane TBDTs via a complex of three different inner membrane
proteins: TonB, ExbB and ExbD. The N-terminal end of TonB is inserted in
the cytoplasmic membrane and its C-proximal regions interact with the region
called the TonB box of TBDTs. Bacteria have several 100-1000 copies of each
TBDT and only a few 100 copies of TonB, so TonB is undoubtedly not
permanently associated with TBDTs Higgs, Larsen, & Postle, 2002). ExbB
spans the inner membrane three times and most of the protein is in the
cytoplasm. The organization of ExbD is similar to that of TonB.

The crystal structures of the periplasmic part of TonB in complex
with FhuA loaded with ferrichrome or BtuB from E. coli loaded with
vitamin B12 have been solved (Pawelek et al., 2006; Shultis et al., 2006). In
these structures, the binding of TonB to the transporters causes only small
changes in the structures of the TBDTs, except for the conformation of the
TonB box, which is in a defined position. A four-stranded B-sheet is formed
between a B-strand of the TonB box and the three-stranded PB-sheet of
TonB (Fig. 8). This interaction is very similar to that between the TonB box
of FpvA and the three-stranded B-sheet of the signaling domain of this
transporter (Brillet et al., 2007). The rest of the TBDT structure is not
affected by the binding of TonB and looks likely to be an inactive form of
the transporter, with the siderophore—iron complex still in its binding site on
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(B)

Figure 8 Structure of FhuA in complex with the periplasmic part of TonB (Pawelek
etal., 2006). The B-barrel, plug domains and TonB box of FhuA are shown in blue,
yellow and purple, respectively. TonB is in gray. The ferrichrome is displayed in
van der Waals spheres. (A) Side view of TonB-FhuA-ferrichrome. (B) View of the
interaction between the Ton box (purple) of FhuA and TonB (gray). See the color
plate.

the extracellular face of the TBDT and the barrel domain still closed by the
plug.

Many questions still remain unanswered about this TonB machinery and
the way it activates TBDTs. It is still not known how the TonB-
ExbB-ExbD complex responds to the proton motive force, what roles
ExbB and ExbD play in this energy transfer, how this energy is transferred to
the TBDT and how the TBDT responds to the energy input.

5.2. Mechanism of Siderophore-Iron Translocation across
TBDT

The transport of molecules across the outer membrane needs formation of
a channel; this channel needs to be able to handle siderophore-iron
complexes up to 2000 Da and even compounds of 29-69 kDa like colicins
(Cascales et al., 2007). No pore like those in porins for example or channel is
found inside the receptor in any of the TonB-dependent structures. Several
mechanisms have been proposed for channel formation, and in particular: (i)
a major change in the conformation of the plug domain, (ii) the movement
of this domain out of the B-barrel, and (iii) a combination of the two
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(Eisenhauer, Shames, Pawelek, & Coulton, 2005; Endriss, Braun, Killmann,
& Braun, 2003; Ma et al., 2007). Many different experimental approaches
have been used to resolve this issue, but without success (Eisenhauer et al.,
2005; Endriss et al., 2003; Ma et al., 2007). The data obtained are often
contradictory between approaches used, making it impossible to conclude
about the mechanism. Structure analyses of FhuA—TonB and BtuB-TonB
led to the suggestion of a mechanical pulling model in which TonB induces
total or partial unfolding of the plug domain, by exerting a very modest
mechanical force on the transporter (Gumbart, Wiener, & Tajkhorshid,
2007). Numerous water molecules have been observed at the plug—barrel
interface in the structures of TBDTs. These water molecules could reduce
the activation energy barrier associated with any partial or total dissociation
of the plug from the barrel thereby creating a channel between the barrel
and the plug, allowing penetration of the siderophore—iron complex (Far-
aldo-Gomez et al., 2004). Note that for FpvA in P. aeruginosa (Nader,
Journet, Meksem, Guillon, & Schalk, 2011) and FhuA in E. coli (Braun,
Endriss, Killmann, & Braun, 2003), reconstituted TBDTs have been
obtained by coexpression in the same strain of separately encoded plug and
B-barrel domains, each endowed with a signal sequence. This indicates
polypeptide complementation after secretion across the cytoplasmic
membrane. The in vivo reconstituted FpvA binds pyoverdine—iron with the
same affinity as wild-type FpvA, indicating that the plug is correctly and
functionally inserted into the barrel despite the production of the plug and
the B-barrel separately in vivo. For both reconstituted transporters (FpvA
and FhuA), no passive diffusion of siderophore—iron complexes was
observed; the siderophore—iron uptake was TonB dependent, but less effi-
cient than that by the wild-type proteins. It is unknown whether this
reconstitution occurs after B-barrel incorporation into the outer membrane
or in the periplasm, with a periplasmic, partially folded B-barrel interme-
diate. Nevertheless, these data indicate that the barrel and the plug domains
function independently and are able to associate. Clearly, further work is
necessary to elucidate the mechanism of channel formation by TBDTs.

S 6. TBDT ARE INVOLVED IN SIGNALING CASCADES

In the case of the TonB-dependent receptors involved in signaling
cascades, the signaling domain moves to allow interaction with the anti-sigma
regulator of the inner membrane. This switch has been observed only in FpvA
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structures, both loaded and not loaded with pyoverdine—iron (Brillet et al.,
2007; Wirth et al., 2007). In apo FpvA, the signaling domain is located below
the plug domain and interacts with the TonB box forming a mixed four-
stranded B-sheet composed of the three-stranded B-sheet of the signaling
domain and one of the TonB box (Fig. 4). Binding of ferripyoverdine disrupts
this interaction between the TonB box and the signaling domain, which
moves to another position (Fig. 4). In this configuration, the TonB protein is
able to interact with the TonB box and FpvR with the signaling domain.
TonB is then able to induce the formation of a channel for siderophore—iron
uptake and FpvR activates the signaling cascade.

7. CONCLUSION

Sequence alignment studies clearly show that all TBDTs, whatever
the siderophore—iron complex transported, are organized as a P-barrel
domain filled with a plug domain. The uptake process always involves the
inner membrane proton motive force and a TonB protein. The binding site
is highly specific for a single siderophore or for structurally related side-
rophores; it is always located on the extracellular face of the transporter and is
composed of residues of both the barrel and the plug domains. The first
structure of a TBDT was solved more than 14 years ago (1998) and today
more than 14 TBDTs involved in siderophore—iron or other nutriment
uptake have been crystallized and their structures, with different loading
status, solved (a total of more than 45 different structures have been
described). Despite all this structural information, the mechanism of ligand
translocation across these transporters has not been clearly documented. The
understanding of the different dynamic conformational changes necessary
for translocation of the ligand across such structures remains an important
challenge for the coming years.
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Etudes structurales et fonctionnelles de
protéines impliquées dans I’assimilation
du fer chez les bactéries Gram-négatives

Le Fer est un élément essentiel a la vie car il posséde un rdle clé dans de nombreux processus
biologiques. Malgré son abondance, le fer est faiblement biodisponible. Ainsi, la majorité des micro-
organismes a développé des systémes particulierement efficaces pour I'acquisition de cet élément.
Le mécanisme le plus répandu implique la production de petites molécules chélatrices ayant une
forte affinité pour le fer. Aprés sécrétion dans le milieu extracellulaire, ces composeés lient et
transportent le Fe*" au travers de la membrane externe via des transporteurs TonB-dépendants
(TBDT). Durant cette thése, nous avons mis en place un protocole efficace permettant d’aller
rapidement du clonage a la cristallisation de ces cibles afin d’étudier la structure tridimensionnelle de
cette famille de protéines. Nous avons pu résoudre et étudier la structure de plusieurs TBDT de
pathogenes bactériens. En parallele, nous avons étudié un transporteur ABC ayant la particularité de
posséder deux protéines périplasmiques associées capables d’interagir avec le sidérophore, chez
P. aeruginosa.

Mots clés : Transport du fer, Transporteur TonB-dépendant, Etudes structurales, Cristallographie,
Pyoverdine, Pyochéline, Protéines membranaires.

Iron is essential for life because it has a key role in many biological processes. Despite its
abundance, iron is poorly bioavailable. Thus, the majority of micro-organisms have developed
effective and specific systems for the acquisition of this element. The most common mechanism
involves the production of small chelating molecules with high affinity for iron. After secretion into the
extracellular medium, these compounds bind and transport iron across the outer membrane through
Ton-dependent transporters (TBDT). In this thesis, we have developed an efficient protocol to easily
go from cloning to the crystallization of these targets to study the three-dimensional structure of this
protein family. Here, we solved and studied the structure of several TBDTs express in pathogenic
bacteria. In parallel, we studied an ABC transporter FpvCDEF with the particularity of having two
periplasmic proteins associated, able to interact with the siderophore, in P.aeruginosa.

Key words: Iron transport, TonB-dependent transporter, Structural studies, Crystallography,
Pyoverdin, Pyochelin, Membrane proteins.






