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1l y a en effet une passion male et légitime pour [’égalité qui excite les hommes a vouloir étre
tous forts et estimés. Cette passion tend a élever les petits au rang des grands ; mais il se
rencontre aussi dans le coeur humain un gotit dépraveé pour [’égalité, qui porte les faibles a
vouloir attirer les forts a leur niveau, et qui réduit les hommes a préférer 1’égalité dans la
servitude a [’inégalité dans la liberté.

Alexis de Tocqueville, De la démocratie en Amérique

The only sovereign you can allow to rule you is reason.

Terry Goodkind, Faith of the fallen
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Figure V-1 : Les fonctions « moonlighting » de la GAPDH du pneumocoque

Tableau I-1 : Protéines moonlighting chez les eucaryotes
Tableau I-2 : Protéines « moonlighting » chez les procaryotes

Table 111-1 : Kinetics and dissociation constants for the interaction between human and

pneumococcal GAPDH and C1q or its isolated globular region (GR)
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TABLE DES ABREVIATIONS

°C : degree centigrade

6xHis : étiquette 6 Histidines

A : Angstrém

ABC : ATP-Binding Casette

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ANSM : Agence Nationale de Sureté du Médicament
CBD : Choline-binding Domain

CBP : Choline-Binding Protein

CD : Cluster de Différentiation

CNRP : Centre National de Référence du Pneumocoque
CPA : Cellules Présentatrices d’ Antigénes

CRP : C-Reactive Protein

CSP : Competence-Stimulating Peptide

CWSS : Cell Wall sorting Signal

DMSO : DiMéthylSulfOxyde

dNTP : désoxyriboNucléotides TriPhosphate

EDTA : EthyleneDiamineTetraAcetic acid

E.S. : Erreur-Standard

E.T.: Ecart-Type

Fab : Fragment variable

Fc: Fragment constant

GAPDH: GlycérAldhéhyde 3-Phosphate DésHydrogénase
HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HRP : HorseRadish Peroxidase

Ig : Immunoglobuline

InVS : Institut national de Veille Sanitaire

IPD: Invasive Pneumococcal Diseases

IPTG : Isopropyl-p-D-thio-galactopyranoside

Ka: Taux d’association

kq: Taux de dissociation

Kp : Constante de dissociation

kDa : kilo Dalton

KO : KnockOut

LB : Lysogeny Broth

LCR : Liquide Céphalo-Rachidien

LTA : LipoTeichoic Acid

MASP : MBL-Associated Serine Protease

MBL : Mannan-Binding Lectin

MCS : Multiple Cloning Site

MyD88 : Myeloid Differentiation primary response gene 88
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NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NAG : N-Acetyl Glucosamine

NAM : N-Acetyl Muramic acid

NBD : Nucleotide Binding Domain

NET : Neutrophil Extracellular Trap

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PAMP : Pathogen-Associated Molecular Patterns
PBP : Penicillin Binding Protein

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PM : Poids Moléculaire

PRR : Pattern Recognition Receptors

PS : Phosphatidylsérine

RBS : Ribosome Binding Site

RMN : Resonance Magnétique Nucléaire

SAP : Serum Amyloid P component

SBR : Substrate Binding Receptor

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
SP : Surfactant Protein

TA : Teichoic Acid

TB : Terrific Broth

TEV : Tobacco etch virus

TLR : Toll Like Receptor

TH : Todd-Hewitt Broth

THY : Todd-Hewitt Yeast

TMD : TransMembrane Domain

TNF : Tumor Necrosis Factor
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I-i- Le pneumocoque

I-i-1- Présentation générale

Le pneumocoque est une bactérie Gram-positif se présentant sous la forme d’un
diplocoque (Figure I-1) (encapsulé pour les souches pathogenes) isolée pour la premiere fois
en 1881 de maniere indépendante par 2 microbiologistes : George M. Sternberg (USA) et
Louis Pasteur (France). Tandis que le premier fait usage de sa propre salive, le second utilise
celle d’un enfant mort de la rage pour infecter des lapins. Pasteur et Sternberg démontrent le
caractere pathogéne du pneumocoque et I’identifient comme agent étiologique de
pneumonies. En raison de ses caractéristiques morphologiques, le pneumocoque est nommé
en 1926 Diplococcus pneumoniae avant d’étre renommé en 1974 Streptococcus pneumoniae.
En effet lors de sa croissance en milieu liquide le pneumocoque se présente sous forme de

chainettes (Figure I-1).

Figure 1-1 : Morphologie du pneumocogue

Photo de microscopie électronique a balayage de dicoques de S. pneumoniae (gauche)(Le
Gouellec 2008 IBS), photo de microscopie photonique d’une chainette de S. pneumoniae
(droite).

Le pneumocoque appartient a la division des Firmicutes, a la classe des Coccus, a 1’ordre
des Lactobacillales, a la famille des Streptococcaceae et au genre Streptococcus. Les
streptocoques sont classés en 6 groupes, d’apres 1’analyse phylogénétique comparative des
génes codant les ARN 16S ribosomaux (Figure 1-2) : Pyogenic (comprenant entre autres S.
pyogenes et S. agalactiae également appelés streptocoques du groupe A et B), Salivarius,
Bovis, Mutans, Anginosus, et Mitis, ce dernier comprenant entre autres S. pneumoniae, S.

mitis, S. oralis et S. gordonii. Ces membres du groupe Mitis partagent pres de 99% d’identité
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de séquence avec S. pneumoniae, faisant de ces espéces les principales sources d’ADN pour

le transfert horizontal de génes [1].

Anginosus

S.anginosus S. uberis
S. constellatus Pyogenic

S.intermedius
S.agalactiae

S.pyogenes
: S.dysgalactiae
S. cristatus S.gordonii
Mitis
S.sanguinis
S.suis
S.parasanguinis
S.infantis S.infantarius Bovis
S.oralis
S.pneumoniae S.mitis
S_vestibularis~ S-salivarius S.gallonlyticus
Salivarius
—
0.005
S.downei
S.entericus . .
S.pluranimalium
S.sobrinus
Mutans
S.mutans

Figure 1-2 : Arbre phylogénétique des streptocoques [1]

I-i-2- Epidémiologie

Le pneumocoque est un pathogene humain, responsable de plus de 1,6 millions de morts
dans le monde chaque année, dont 1 million d’enfants de moins de 5 ans [2] et ce
principalement dans les pays en voie de développement. De fait, il s’agit d’une des quatre
principales causes de mortalité par maladie infectieuse avec le VIH, le paludisme et la

tuberculose [3].

Le pneumocoque est une importante cause d’infections de la sphere ORL et pulmonaire,
¢tant responsable de la majorité des cas de pneumonies bactériennes chez I’enfant [4] et
I’adulte [5], d’otites moyennes chez ’enfant [6], de bronchites et de sinusites. S. pneumoniae
est également la principale cause de méningites bactériennes et de septicémies [7-9]. Les

infections & pneumocoque dites invasives (IPD, abréviation de I’anglais invasive
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pneumococcal diseases) surviennent lorsque la migration bactérienne conduit le
pneumocoque a traverser des barrieres tissulaires: sont concernées les méningites et
septicémies mais également les pneumonies quand les barriéres sont endommagées et que des
bactéries passent dans le sang. L’épidémiologie des IPD varie selon les régions. En effet, les
jeunes enfants en sont principalement les victimes dans les pays en développement du fait des
mauvaises conditions de vie, de la malnutrition et d’un acceés difficile aux soins médicaux.
Les sujets affectés dans les pays développés sont au contraire les personnes agees ou
immunodéprimées. Différents facteurs de risque sont susceptibles d’augmenter 1’incidence
des IPD : abus d’alcool, infections grippales, insuffisance cardiaque, diabéte, asthme ou

exposition a la fumée de cigarette.

Malgré la mortalité importante associée au pneumocoque, des traitements a la fois
préventifs et curatifs existent. Différents vaccins sont disponibles et les infections peuvent

étre traitées au moyen d’antibiotiques.

I-i-3- Prophylaxie : la vaccination et ses limites

I-i-3-a- Vaccins polysaccharidiques et conjugués

Dans les pays développés, la principale mesure prophylactique actuellement employee
pour contrer les infections a pneumocoques est la vaccination. La seule cible actuellement
utilisable pour la production de vaccins contre le pneumocoque est la capsule, qui du fait d’un
important polymorphisme dans sa composition compte actuellement 94 sérotypes différents
qui représentent donc 94 antigénes capsulaires potentiels. Sur I’ensemble des sérotypes
capsulaires identifiés a ce jour 20 sont responsables de 80% des IPD. La répartition des
sérotypes infectieux majoritaires présente néanmoins des variations géographiques et
temporelles. La production de vaccins immunisant contre 1’ensemble des 94 sérotypes
identifiés n’étant pas envisageable, seuls les sérotypes les plus représentés et / ou les plus

infectieux sont ciblés.

Le Pneumovax® commercialisé par Merk est le premier vaccin anti-pneumocoque mis sur
le marché, en 1983. Ce vaccin est composé d’un mélange de 23 antigénes capsulaires, iSSUS
des sérotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A,
20, 22F, 23F et 33F qui représentent environ 90% des IPD dans les pays développés.
Toutefois ce vaccin polysaccharidique permet uniquement I’activation de lymphocytes B

produisant des immunoglobulines M (IgM), insuffisantes a elles seules pour assurer une
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mémoire immunologique stable et conférant tres peu d’immunité mucosale. Il est destiné aux
personnes agées de plus de 65 ans ainsi qu'aux individus a risques entre 2 et 64 ans. Ce vaccin
a prouvé son efficacité chez les jeunes adultes et les personnes agées chez lesquels il confere
une protection de 60-80% contre les IPD. Son efficacité est cependant amoindrie chez les
individus immunodéprimes. Ce vaccin 23-valent est également peu immunogénique chez
I’enfant de moins de 2 ans dont le syst¢tme immunitaire est immature. C’est pourquoi le
vaccin conjugué Prevenar® est mis sur le marché aux Etats-Unis en 2000 par Wyeth.
Initialement destiné aux enfants de moins de 2 ans a risque élevé d’infections invasives, son
utilisation a été étendue et il s’adresse a présent a tous les enfants de moins de 2 ans ainsi
qu’aux enfants a risques de 2 a 5 ans. En France les premiéres recommandations pour la
vaccination par le Prevenar® sont émises en 2003, avec un effet décevant : seuls 44% des
enfants de moins de 1 an sont vaccinés en 2004. Une deuxiéme campagne en 2006 s’avere
plus concluante et la couverture vaccinale s’¢éléve a 80% des enfants de moins de 1 an en
2007 [10]. Le Prevenar® couvre les 7 serotypes identifiés, dans les années précédant sa
commercialisation, comme étant les plus infectieux chez 1’enfant (Figure 1-3). Les sérotypes
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, et 23F représentent en effet 65 & 80% des IPD aux Etats-Unis et en
Europe de I’ouest a la fin des années 1990. La couverture est cependant moins complete dans
d’autres régions du monde, les principaux sérotypes atteignant les enfants n’étant pas
systématiquement les mémes qu’en Europe et aux USA. En 2010 Pfizer introduit sur le
marché le vaccin 13-valent Prevenar 13® qui compléte la protection apportée par I’ajout de 6
sérotypes émergents : 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A. Il est comme le Prevenar® destiné a tous les
enfants de moins de 2 ans et aux enfants a risque jusqu’a 5 ans, mais est également
recommandé pour les plus de 65 ans depuis cette année. Contrairement au Pneumovax® qui
est un vaccin polysaccharidique (composé uniquement de sucres capsulaires) le Prevenar® est
un vaccin employant des glycoconjugués. Ce vaccin conjugué est produit en liant par une
réaction d’amination réductrice les polysaccharides capsulaires du pneumocoque a CRMig7,
un variant inactif recombinant de la toxine diphtérique servant ici d’adjuvant. Les vaccins
conjugués, contrairement aux vaccins polysaccharidiques, induisent une réponse immunitaire
T-dépendante. Durant cette réponse, des lymphocytes T auxiliaires sont activés. Ceux-cCi
coopérent avec les lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires, pour former un
centre germinatif au sein duquel les lymphocytes B subissent la maturation d’affinité et la
commutation de classe, passant de la production d’IgM a celle d’IgG ou d’IgA. Ces dernieres

sont des immunoglobulines sécrétoires conférant une forte immunité mucosale. De plus la
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réponse T-dépendante permet la mise en place d’une mémoire immunologique, par

I’établissement de lymphocytes B mémoire.

I-i-3-b- Remplacement sérotypique

Depuis I’introduction du Prevenar® on observe une diminution de 1’incidence des
infections & pneumocoque causées par les sérotypes vaccinaux chez 1’enfant et chez I’adulte
(Figure 1-3 A). Cette diminution est probablement liée a une réduction du portage chez les
enfants vaccines, limitant ainsi la transmission aux enfants et adultes non vaccinés [11]. En
effet en France, chez les enfants 4gés de 0 a 23 mois, une baisse de 32,5 % de I’incidence des
IPD a été enregistrée entre 1998-2002 (32,7 cas pour 100 000) et 2007-2008 (22,1 cas pour
100 000) (Figure 1-3 A). On note néanmoins une augmentation de sérotypes non vaccinaux,
qualifiés de sérotypes de remplacement (Figure I-3 A) [12, 13]. Dans les autres tranches d’age
I’incidence des IPD a sérotypes non vaccinaux a fortement augmentée tandis qu’une baisse
plus limitée de I’incidence des IPD a sérotypes vaccinaux est observée (Figure I-3 A). Il en
résulte une augmentation globale de I’incidence des IPD : 9,2 cas pour 100 000 en 1998-2002
a 10,4 cas pour 100 000 en 2007-2008, soit une augmentation de 14%. [14]. On observe ainsi
pour toutes les tranches d’age que la couverture sérotypique globale du vaccin heptavalent a
diminué de maniére drastique depuis son introduction, elle est désormais de moins de 7%
chez les enfants (Figure 1-3 B) [10].

Bien que le Prevenar 13® récemment introduit couvre la plupart des sérotypes de
remplacement (Figure 1-3), il apparait évident que 1’utilisation de ce type de vaccination
engendrera a terme 1’émergence de nouveaux sérotypes non-vaccinauX. Seule la production
d’un vaccin couvrant I’ensemble des sérotypes pourrait potentiellement empécher
définitivement le remplacement sérotypique. Or, les colts associés a ce type de produits
rendent sa production inenvisageable, et il est également a noter que de nouveaux serotypes
sont régulierement découverts. De plus, les conséquences de 1’éradication de cette bactérie
commensale chez ’homme pourraient a terme favoriser la colonisation de 1’organisme hote
par d’autres pathogénes. Par conséquent, il demeure nécessaire de développer de nouvelles
méthodes de prévention des infections a pneumocoque. Les vaccins basés sur des protéines
sont une piste intéressante car elles sont communes a un grand nombre de sérotypes et leurs
seéquences sont bien plus conservées que ne le sont les structures des polysaccharides
capsulaires. Les principaux candidats étudiés pour ces vaccins sont des protéines exposées a

la surface de la cellule bactérienne et impliquées dans la virulence du pneumocoque.
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Figure 1-3 : Remplacement sérotypique chez le pneumocoque

(A) Evolution des infections invasives a pneumocoque globales (courbes) et par groupes de
sérotypes (histogrammes pleins pour les sérotypes vaccinaux, hachés pour les non vaccinaux),
chez les jeunes enfants (0 & 23 mois, en vert) et chez les personnes agées (>65 ans, en rouge),
entre 2001 et 2008.

Evolution de la couverture sérotypique globale des vaccins 7-valent (B) et 13-valent (C) sur
différentes classes de population entre 2001 et 2010.

Données extraites du rapport 2010 de F. Dorléans pour I’InVS et du rapport 2011 du CNRP.

I-i-4- Traitements antibiotiques et résistances

I-i-4-a- antibiothérapie

En 1897 en France, Ernest Duchesne démontre 1’action du champignon Penicillium
glaucum sur diverses cultures bactériennes. Dans les décennies qui suivirent ces résultats
furent reproduits et étendus a d’autres espéces de moisissures et de bactéries. Il faut attendre
1928 pour qu’Alexander Fleming en Grande-Bretagne redécouvre par hasard les résultats de
Duchesne, aprés avoir oublié dans son laboratoire une boite de Petri contenant une culture

bactérienne de S. aureus. A son retour, Fleming constate que la présence de Penicillium
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glaucum a empéché la croissance de staphylocoques. Il sélectionne par la suite une souche
plus efficace, qu’il nomme P. notatum, et en isole la pénicilline. Fleming abandonne
néanmoins ses travaux a cause des difficultés de production, de purification et de I’instabilité
de la pénicilline. En 1939 en Grande-Bretagne puis aux Etats-Unis, Howard Florey et Ernst
Boris Chain reprennent les travaux de Fleming et parviennent a produire la pénicilline a
grande échelle, a la purifier, la rendant plus stable et moins toxique. lls sélectionnent
également une nouvelle souche, P. chrysogenum, encore aujourd’hui a la base de la
production des différentes pénicillines. Des 1943, la production en masse de la pénicilline
permet de traiter les soldats des armées alliées. Elle devient disponible en pharmacie en 1946
permettant ainsi de guérir la population des pneumonies, méningites et syphilis. C’est le début
de I’age d’or des antibiotiques qui durera jusqu’aux années 1980 et verra bien d’autres
molécules étre synthétisées ou découvertes chez des champignons et bactéries filamenteuses

(Actinomycetes).

Les infections a pneumocoque peuvent étre traitées avec la plupart des antibiotiques
généralement actifs sur les bactéries Gram-positif, a I’exception notable des aminoglycosides.
Le pneumocoque est ainsi sensible aux p-lactamines (pénicillines, céphalosporines),
macrolides, tétracyclines, fluoroquinolones, rifamycines, glycopeptides, sulfamides, ainsi
qu’au chloramphénicol et au linezolide. Le choix du traitement se fait principalement en
fonction de la pathologie considérée et suivant les recommandations des autorités de santé. Le
traitement de premiere ligne contre les pneumopathies et otites moyennes aigiies consiste
généralement en la prescription d’amoxicilline (une pénicilline) tandis que pour les
méningites, 1’association céfotaxime (céphalosporine) et vancomycine (glycopeptide) est
privilégiée. En cas d’allergies aux p-lactamines, les macrolides ou les fluoroquinolones sont
le plus souvent utilisées. Ces antibiotiques inhibent différents processus essentiels a la
croissance ou a la survie de la bactérie. Les B-lactamines et les glycopeptides ciblent la
synthése de la paroi bactérienne, les macrolides empéchent la synthese protéique en se fixant
aux ribosomes et les fluorogquinolones bloquent la réplication de I’ADN en inhibant la

topoisomérase I1.

I-i-4-b- Résistances aux antibiotiques chez le pneumocoque
On assiste cependant a 1’émergence et la propagation de souches résistantes aux
antibiotiques. Le premier cas de pneumocoque résistant a la pénicilline est documenté en

1967 en Nouvelle Guinée [15], et d’autres souches sont isolées durant les années 1970 en
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Afrique du Sud, en Australie et en Espagne. Peu de considération est portée a la résistance
aux antibiotiques chez le pneumocoque jusqu’en 1977 ou I’attention de la communauté
médicale est attirée par des rapports concernant des épidémies d’IPD a Durban et
Johannesburg (Afrique du Sud), causées par des souches de S. pneumoniae hautement
résistantes a la pénicilline. Les souches épidémiques alors isolées présentent également des
résistances aux macrolides, a la tétracycline et au chlorampheénicol [16]. Depuis lors les
souches résistantes aux antibiotiques se sont largement répandues, leur émergence et leur
dissémination favorisées par une consommation d’antibiotiques ¢élevée, jusqu’a représenter
dans les années 2000 plus de 50% des souches cliniques isolées comme on a pu le constater
en France (Figure 1-4) [11]. Les principales résistances concernent les B-lactamines et
macrolides, mais des résistances a d’autres antibiotiques tels que les fluoroquinolones,
tétracyclines ou au chloramphénicol sont également récurrentes. Les inquiétudes sont
renforcées par le fait que 1’identification de formes multi-résistantes dans des isolats cliniques
est en augmentation [17]. Le terme multi-résistance décrit la perte de sensibilité a au moins 3
familles d’antibiotiques différentes dans une méme souche, on considére actuellement que le
taux de souches multi-résistantes est généralement de 15 a 30% [18]. Ainsi une étude menée
aux Etats Unis entre 2004 et 2005 a mis en évidence un taux de 20% de souches multi-
résistantes dans les isolats cliniques [19] et en France ce taux est de 26,5% sur la période
2009-2010 [10, 20]. Cependant des valeurs bien plus élevées peuvent parfois étre observées,
en 2008-2009 le taux moyen de souches multi-résistantes en Asie est de 59,3% [21]. De
maniere remarquable, les souches multi-résistantes isolées n’appartiennent pour la plupart
qu’a quelques sérotypes : 6A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F et 23F.

En France, les autorités prenant conscience de l'urgence de la situation et du risque
représenté par 1’augmentation des résistances aux antibiotiques, mettent en place en 2001 le «
plan antibiotiques ». Celui-ci a pour but notamment d'améliorer la surveillance des isolats
cliniques résistants et multi-résistants, en renforcant I'action des centres régionaux
d’observation de plusieurs bactéries pathogénes, dont le pneumocoque. La mise en place
d'actions d'information, non seulement des professionnels par le biais de 'ANSM, mais
également de la population avec des spots télévisés diffusant le célébre slogan « Les
antibiotiques, c'est pas automatique » marquent les esprits. Alors qu'en 2001, 51% des isolats
cliniques de pneumocoque montrent une sensibilité diminuée a la pénicilline, ce pourcentage
chute a 30% en 2010 (Figure 1-4). Malgreé ces efforts, le taux de résistance global envers tout

type d’antibiotique reste élevé [10].
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Plan antibiotiques! PCv7?
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Figure 1-4 : Evolution des PSPD en France sur la période 1984-2010

PSDP : Pneumocoques de Sensibilité Diminuée a la Pénicilline. 'Plan national pour préserver
I’efficacité des antibiotiques, Introduction du vaccin 7-valent, ®Introduction du vaccin 13-valent.
Données extraites du rapport 2011 du CNRP.
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I-ii- Commensalisme

Le commensalisme est un type d’interaction biologique naturelle assez commune entre
deux organismes vivants ou 1’une des espéces (le commensal) retire des benéfices de
I’association sans que I’autre (1’h6te) ne soit ni aidée, ni handicapée. Le commensalisme
différe d’autres types de relations tels que le mutualisme, qui est une association bénéfique
pour les deux partenaires, ou le parasitisme ou 1’un des deux organismes (le parasite) se
développe aux dépends de 1’autre (1’hote). Le terme de flore commensale humaine regroupe
toutes les bactéries, protozoaires et mycétes vivant sur un étre humain en bonne santé. Les
principales zones de colonisation sont la peau, la cavité buccale, les voies respiratoires
supérieures, les appareils gastro-intestinal inférieur et urogénital. Environ 10 bactéries
vivent dans le seul tube digestif, ce qui représente un nombre 10 fois plus grand que
I’ensemble des cellules du corps humain. De nombreuses bactéries considérées comme
membres de la flore commensale humaine peuvent potentiellement établir des relations

mutualistes ou méme pathogéniques avec leur héte.

Bien qu’étant un important pathogéne humain, S. pneumoniae fait partie de la flore
commensale et colonise de maniéere asymptomatique la surface de la muqueuse dans la sphéere
oro-pharyngée. Les pathologies a pneumocoque ne facilitent pas la dissémination de la
bactérie a de nouveaux hdtes mais ont en fait un codt biologique en réduisant les opportunités
de transmission, qui dépend essentiellement des contacts directs avec les porteurs sains via les
sécretions respiratoires. Cette phase de portage transitoire pouvant se prolonger dans le temps
(de quelques semaines a plusieurs mois) avant que le pneumocoque ne soit finalement éliminé
par le systtme immunitaire [22] est un prérequis a 1’apparition d’infections [23]. Les
pathologies se déclenchent en effet quand les bactéries accédent depuis les voies respiratoires
supérieures a des espaces normalement stériles tels que 1’oreille moyenne, les poumons, le
sang ou le liquide céphalo-rachidien (LCR). La colonisation successive et/ou simultanée par
différentes souches est fréquente. Les taux de portage les plus élevés (généralement compris
entre 30 et 50%, jusqu’a 70% dans certaines populations en Inde) sont observés chez les
enfants avant 2 ans (la colonisation par le pneumocoque peut débuter deés le troisiéme mois de
vie) et diminuent ensuite [24]. Durant cette phase asymptomatique le pneumocoque est
confronté a différents défis et doit, afin de coloniser efficacement son hote, mettre en place
des mécanismes lui permettant de survivre et de proliférer en s’adaptant aux contraintes de

son environnement.
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Les différents « mécanismes » impliqués dans la colonisation sont présentes ci-dessous.
La colonisation implique également d’échapper a la surveillance immunitaire de 1’hote. Les

mécanismes moléculaires mis en jeu seront detaillés plus loin dans ce manuscrit.

I-ii-1- Compétition et synergie

I-ii-1-a- Compétition entre espéces bactériennes

Pendant la colonisation le pneumocoque entre en compétition avec d’autres bactéries
occupant également le nasopharynx (telles que Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis, Streptococcus mitis ou Streptococcus
oralis) et met en ceuvre divers moyens pour les éliminer. 1l est ainsi capable de produire des
quantités importantes de peroxyde d’hydrogeéne (autant d’H,O, produit par gramme de
protéines cellulaires que les neutrophiles durant leur explosion oxydative), auquel il est lui-
méme particuliérement résistant, grace a sa pyruvate oxydase (SpxB). Cette production d’
H,0, permet au pneumocoque de deétruire certains compétiteurs tels que H. influenzae, M.
catarrhalis, N. meningitidis [25, 26]. L’effet du peroxyde d’hydrogéne sur S. aureus est par
contre contesté [27]. Le pneumocoque exprime également des neuraminidases (NanA et
NanB) [28, 29] pouvant cliver les acides sialiques. L’action de ces enzymes sur les
lipopolysaccharides de N. meningitidis et H. influenza rend ces bactéries plus susceptibles a
I’élimination par le systétme du complément [30-32]. Cette compétition entre espéces
bactériennes peut également se faire au détriment du pneumocoque. En effet, des études ont
montrées que la co-colonisation avec H. influenza peut conduire a I’élimination de S.
pneumoniae par une réponse phagocytaire dépendante du complément et du recrutement de
neutrophiles, et augmente la réponse inflammatoire [33]. Cette compétition avec H. influenza
peut cependant sélectionner des sérotypes de pneumocoques plus résistants a
I’opsonophagocytose, favorisant ainsi 1’échappement du pneumocoque au systéme

immunitaire [34].

Au-dela de la compétition inter-especes, une competition intra-espece peut également se
produire. Les pneumocoques expriment des bactériocines de classe Ilb (pneumocines) qui
ciblent d’autres pneumocoques, ou des bactéries d’espéces plus ou moins proches (S. oralis,
S. pyogenes, S. mitis, Streptococcus salivarius, Micrococcus luteus, Lactococcus lactis), ne
présentant pas le facteur d’immunité associé [35]. Les pneumocines sont composées de deux
peptides indépendants, de 20 a 60 acides aminés de long, cationiques et hydrophobes, et
agissent en perméabilisant les membranes de la cible par la formation de pores [36]. Les
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pneumocines et facteurs d’immunité sont codés par le locus blp et régulés par un systeme a 2
composantes (SpiR2/H) répondant, grace au régulateur de réponse SpiR1, a une phéromone
de quorum sensing SpiP. L’export des pneumocines lors de leur synthése est assuré par un
transporteur ABC, SpiABCD qui est lui aussi codé par le locus blp [37, 38]. Ce locus est I’'une
des zones les plus hétérogénes du géenome, ce qui explique la grande variété de pneumocines
et de facteurs d’immunité. Cette variabilité, et la nécessité associée pour le pneumocoque
d’acquérir des facteurs d’immunité afin de se protéger, pourraient en partie s’expliquer par

I’importante capacité du pneumocoque a s’adapter par transfert horizontal de génes.

I-ii-1-b- Synergies pneumocoque / virus

Il a longtemps été supposé que les infections virales de 1’appareil respiratoire prédisposent
aux surinfections bactériennes, notamment suite a 1’altération de 1’épithélium respiratoire
[39]. Ainsi la majorité des morts durant les pandémies grippales est due a des infections
bactériennes, donc S. pneumoniae est 1’une des principales causes [40]. Des études récentes
dans des modé¢les animaux ont montré que, en cas d’infection par le virus de la grippe A, la
co-infection ou la surinfection par le pneumocoque produit une infection bactérienne plus
grave qu’en cas d’infection par le pneumocoque seul [41, 42]. On observe également que le
portage du pneumocoque est plus souvent détecté chez des patients atteints d’infections
virales que chez les individus sains, la colonisation bactérienne étant donc favorisée par les
infections virales des voies respiratoires [43, 44]. Les processus de colonisation et d’invasion
par le pneumocoque peuvent ainsi étre favorisés par la présence de virus, tels que celui de la
grippe A, qui potentialisent 1’adhésion, la colonisation et I’infection bactérienne [39, 45].
L’importance médicale de ce phénomeéne est telle que la vaccination anti-pneumococcique
(Prevenar 13®) est maintenant conseillée en méme temps que la vaccination antigrippale chez

les personnes agées.

I-ii-2- Compétence

I-ii-2-a- Découverte de la compétence

S. pneumoniae présente une propriété de compétence naturelle, définit par Dubnau comme
un etat physiologique génetiqguement programmé permettant 1’absorption efficace d’ADN
macromoléculaire [46]. Cette propriété lui confere une importante capacité d’adaptation, par
I’accés a un large réservoir de génes partagés entre les différentes souches de pneumocoques
et les espéces proches telles que S. mitis et S. oralis (Figure 1). Le phénoméne de

transformation bactérienne est mis en évidence pour la premiere fois par Griffith en 1928, qui
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décrit des souches de pneumocoque R (Rough) et S (Smooth) et compare leur pouvoir
pathogene [47]. En effet, lorsque le pneumocoque est cultivé sur une gélose supplémentée en
sang, les colonies apparaissent sous deux formes : une forme lisse S pour les bactéries
encapsulées et une forme rugueuse R pour les bactéries depourvues de capsule. Chez la
souris, seules les colonies S sont létales, entrainant la mort par septicémie 24 a 48 heures
apres injection intrapéritonéale. Griffith observe que des bactéries de type S préalablement
tuées par la chaleur perdent leurs propriétés virulentes lorsqu’elles sont injectées a des souris.
En revanche, lorsque ces bactéries S préalablement chauffées sont injectées conjointement
avec des bactéries R vivantes, les souris meurent par septicémie. Les bactéries R ont donc
acquis un caractére pathogéne au contact de bactéries S inactivées. Ce phénomeéne appelé
transformation bactérienne a par la suite été reproduit chez plusieurs autres especes de
bactéries. Griffith en déduit également qu’il doit exister un « facteur transformant »
probablement libéré par la chaleur et susceptible d’étre intégré par d’autres bactéries, leur
conférant ainsi de nouvelles propriétés. Ce n’est qu’en 1944 que Avery, McLeod et McCarthy
déterminent la nature biochimique de ce « facteur transformant » : I’ADN, et démontrent par

la méme sa fonction de support de 1’hérédité [48].

I-ii-2-b- Mécanisme de la compétence chez le pneumocoque

Ce phénomene de compétence, tres étudié chez le pneumocoque depuis cette découverte,
peut étre divisé en plusieurs phases: I’induction du systeme de compétence, la liaison de
I’ADN double brin exogeéne a la surface cellulaire, suivie de la digestion de I’ADN double
brin, puis I’'import d’ADN linéaire simple brin et enfin la recombinaison des sequences

homologues dans le chromosome.

L’induction de ce mécanisme est controlée par un systéme de quorum sensing codé par les
génes comABCDE. Le géne comC code une phéromone dite CSP (competence-stimulating
peptide) [49], les genes comAB codent pour 1’appareil de sécrétion du CSP [50], et les génes
comDE codent pour des protéines impliquées dans un systéme a 2 composantes sensible a la
concentration extracellulaire de CSP [51]. Au-dela d’un simple réle de phéromone de quorum
sensing (s’accumulant de manicre passive et dont la concentration est uniquement dépendante
de la densité cellulaire), I’expression du CSP repond eégalement aux changements
métaboliques et plus généralement, aux changements de conditions environnementales
(concentrations d’acides aminés, altération du métabolisme des purines, de la composition

lipidique de la membrane ou de la synthése du peptidoglycane) [52-54]. Quand la
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concentration de CSP atteint un niveau critique, ComD (une histidine kinase membranaire
faisant office de récepteur du CSP) active par phosphorylation son régulateur de réponse
partenaire, ComE. Les cellules entrent dans 1’état de compétence sous 1’effet de ComE qui
initie la transcription d’une vingtaine de génes de compétence précoces, en se liant a un motif
constitué d’une répétition imparfaite de 9 paires de bases séparée par 12 nucléotides dans la
région promotrice des génes cibles [55]. Parmi ces genes comX code pour un facteur sigma
alternatif requis pour I’expression d’environ 80 génes de compétence tardifs [56, 57] (Figure
I-5a).

a) CsP

Signaux environnementaux

Figure I-5 : Mécanisme de la compétence chez le pneumocoque

Représentation schématique de la régulation de la compétence (a) et des mécanismes de transport
et de maturation de I’ADN recombinant (b).
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Les bactéries compétentes sont alors capables d’acquérir de I’ADN exogéne double brin
qui est dans un premier temps recruté par un pilus de transformation, de structure semblable
aux pili de type 1V, pouvant atteindre 2 a 3 um de long. Ce pilus est formé principalement par
la polymerisation de ComGC, une protéine codée par un gene de compétence tardif de
I’opéron comG [58]. L’un des 2 brins de ’ADN transformant est importé dans la cellule a
travers un pore formé par ComEC, avec une polarité d’entrée 3’— 5°, I’énergie étant fournie
par la translocase ComFA. De maniére concomitante a I’internalisation d’un brin, I’autre est
dégradeé par la nucléase membranaire EndA (exprimeée constitutivement) avec le concours de
ComEA, une protéine capable de fixer I’ADN qui présente le double brin a EndA (Figure I-
5b) [59]. Aprés avoir été internalisé, la majorité de I’ADN est dégradé dans la cellule [60],
une partie est cependant protégée par les protéines DprA et RecA (appartenant au régulon de
la compétence) [61]. DprA lie I’ADN simple brin et forme un homodimere, qui permet le
recrutement et la polymeérisation de RecA [62, 63]. Le nucléofilament mixte ADN-DprA-
RecA catalyse trés efficacement la formation de jonctions hétéroduplex entre molécules
simple-brin (ADN transformant) et double-brin (ADN génomique), permettant 1’intégration

dans le génome de I’ADN transformant par recombinaison homologue (Figure I-5b).

I-ii-2-c- Intérét de la compétence pour le pneumocoque

Outre D’acquisition de pneumocines mentionné précédemment, ce mécanisme de
compétence permet par exemple le changement de sérotype capsulaire par la modification du
locus cps (responsable de la biosynthése de la capsule) [64, 65] ou I’intégration de mutations
ou de nouveaux genes impliqués dans la résistance aux antibiotiques. Dans le cas des f-
lactamines c’est la recombinaison des génes codant pour des protéines liant la pénicilline
(PBP pour Penicillin Binding Proteins) du pneumocoque avec ceux provenant d’espéces
proches qui conduit & la création de PBP dites mosaiques, d’affinité réduite pour les
antibiotiques [66-68]. La compétence naturelle du pneumocoque permet également de
corriger les mutations déléteéres induites par 1’accumulation de peroxyde d’hydrogéne. Outre
son implication dans le transfert horizontal de génes, ce mécanisme participe également a la
compétition intra- et inter-especes en permettant au pneumocoque de lyser les bactéries non
compétentes. Sur la centaine de genes répondant au CSP, seule une vingtaine est requise lors
des etapes de transformation [69]. Un certain nombre d’autres génes est impliqué dans le
phénomene de fratricide microbien : les cellules compétentes acquierent la capacité de lyser
les cellules non compétentes, non seulement chez le pneumocoque mais aussi chez des

especes proches (ex. S. mitis, S. oralis). Ce phénomeéne d’allolyse met en jeu le produit d’au
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moins six genes du régulon de la compétence : les genes cbpD et IytA (dont 1’expression
constitutive est augmentée dans les cellules compétentes) codent pour des enzymes lytiques
(amidases), les génes cibA et cibB codent pour une bactériocine & deux composants, et les
génes comM et cibC conferent aux cellules compétentes une immunité vis-a-vis
respectivement des enzymes lytiqgues et de CibAB [70-72]. L’allolyse est tres
vraisemblablement aussi a ’origine de la libération d’ADN qui requiert 1’intervention du
lysozyme LytC (exprimée constitutivement et qui ne fait pas partie du régulon de la
compétence) [73]. Il est a noter que la présence de LytA et LytC chez I'un des deux
partenaires (soit les cellules compétentes, soit les cellules cibles non-compétentes) est
suffisante pour aboutir au fratricide. Cette observation implique 1’existence d’un mécanisme

d’activation des enzymes lytiques des cellules cibles, probablement par CbpD.

I-ii-3- Métabolisme et synthése des sucres

Durant la phase de colonisation le pneumocoque doit également adapter son métabolisme
a un environnement pauvre en nutriments aisément métabolisables. Le génome du
pneumocoque code ainsi pour une variété d’enzymes extracellulaires (ex : NanA, NanB,
NanC, StrH, BgaA, EndoD, SpuA, SpGH101) lui permettant de dégrader les mucines,
glycolipides et acides hyaluroniques de 1’hdte, augmentant la disponibilité de substrats grace a
leurs activités variées : N-acétylglucosaminidiases, a- et B-galactosidases, endoglycosidases,
hydrolases, hyaluronidases, neuraminidases [74, 75]. Le pneumocoque est également
particuliérement bien équipé pour le transport des sucres, 1’analyse de son génome prédit
I’existence de 21 enzymes II du systeme de phosphotransférase des sucres (PTS pour
phosphotransferase system). L’enzyme Il du PTS est responsable de la phosphorylation des
sucres, pré-requis indispensable a leur transport par le complexe PTS. Le grand nombre
d’enzymes II chez le pneumocoque suggére une capacité a transporter une trés grande variété
de sucres. Rapporté a la taille du génome, le pneumocoque code 2 fois plus d’enzymes II que
n’importe quel autre organisme séquencé (a 1’exclusion des autres streptocoques) [76, 77], ce

qui met en exergue 1’aspect crucial du métabolisme des sucres pour le pneumocoque.

En paralléle, le pneumocoque doit protéger ses propres polysaccharides de surface, et plus
particulierement son peptidoglycane. La muqueuse respiratoire humaine contient en effet une
grande quantité de lysozyme qui hydrolyse les liaisons covalentes (B1—4 glucosidique) entre
l'acide N-acétylmuramique avec le 4° atome de carbone du N-acétylglucosamine du

peptidoglycane. Les mécanismes de défense du pneumocoque consistent en I’expression de 2
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enzymes, PgdA et Adr (respectivement une N-acétylglucosamine deacétylase et une O-
acétyltransférase) qui, en modifiant le peptidoglycane, le rendent résistant a 1’hydrolyse par le
lysozyme [78].

I-ii-4- Adhésion a la muqueuse

S. pneumoniae doit se fixer efficacement a la muqueuse respiratoire afin de ne pas étre
expuls¢ mécaniquement par I’action notamment du mucus, I’interaction du pneumocoque
avec les tissus épithéliaux est donc particulierement importante lors de la colonisation [79-
81]. Différentes protéines dont les fonctions seront détaillées plus loin dans ce manuscrit
permettent au pneumocoque d’adhérer aux tissus durant la colonisation, mais sont également

liees au processus pathogénique.

Il est a noter qu’il existe une hétérogénéité morphologique chez S. pneumoniae, qui se
présente a la fois sous forme de dicoques et de chaines plus ou moins longues. Bien que les
chaines activent plus facilement le complément et sont plus sensibles a la phagocytose [82],
elles favorisent également 1’adhésion aux cellules épithéliales [83]. Il est donc possible que
cette hétérogénéité de forme soit régulée afin de favoriser 1’adhésion lors de la colonisation du

nasopharynx tout en protégeant les bactéries vis-a-vis du systéme immunitaire.

La modulation de 1’épaisseur de la capsule semble également jouer un réle dans la
modulation du pouvoir adhésif du pneumocoque. Des études montrent que des souches non-
encapsulées présentent une meilleure adhérence aux cellules épithéliales A549 in vitro que les
souches isogéniques exprimant une capsule, qui elles-mémes subissent une réduction de la
quantité de polysaccharides capsulaires lorsqu'elles entrent en contact avec les cellules
humaines [84]. L’accroissement de 1’adhésion, observée lorsque la capsule est moins épaisse
ou absente, est probablement a mettre en relation avec une meilleure accessibilité des
adhésines protéiques sous-jacentes. La présence de la capsule est néanmoins nécessaire car
elle permet de limiter 1’élimination par le mucus [85], probablement par un mécanisme de
répulsion électrostatique, et de résister a la pression du systeme immunitaire durant la
colonisation. D’autre part, en comparaison avec des isolats provenant du sang, les
pneumocoques isolés du nasopharynx produisent une capsule moins épaisse et forment plus
facilement des biofilms qui favorisent la colonisation [86]. Ces données suggerent par ailleurs
que la synthése de la capsule doit pouvoir étre régulée en réponse a une modification de
I’environnement dans lequel se trouve la bactérie. Ces questions sont complexes et a I’heure

actuelle peu d’¢éléments de réponse sont connus.
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I-l1ii- Transition entre colonisation et infection

Lorsqu’il devient pathogéne, le pneumocoque envahit certains tissus stériles (oreille
moyenne, poumons, sang...) qui lui sont accessibles depuis le nasopharynx qu’il a colonisé.
Différentes voies de dissémination dans I’organisme de I’héte sont connues. L une des voies
les plus communes, en particulier chez I’enfant, passe par 1’ascension de la trompe d’Eustache
depuis le nasopharynx vers 1’oreille moyenne, conduisant a une otite moyenne aigie [87].
Une infection prolongée de ce compartiment permet I’invasion du LCR par les sinus
mastoides, causant une méningite [87]. L’autre voie commune de dissémination, en particulier
chez I’adulte, est I’invasion des poumons causant une pneumonie. L’inflammation des
poumons et la destruction de 1’épithélium pulmonaire peuvent alors permettre le passage de
bactéries dans le flux sanguin. Cette bactériémie, si elle s’accompagne d’un syndrome de
réponse inflammatoire systémique, devient par la suite une septicémie. La présence de
pneumocoques dans le sang peut aussi conduire a 1’invasion du LCR par les capillaires
traversant le plexus choroide ou par 1’espace sous-arachnoidien, causant une méningite [87].
Des bactéries peuvent, bien que plus rarement, traverser la barriere hémato-encéphalique et
atteindre le systéeme nerveux central, causant une encéphalite bactérienne. Enfin, une voie
alternative passe par la translocation de bactéries a travers 1’épithélium du nasopharynx. Les
pneumocoques ainsi présents dans la sous-muqueuse peuvent alors traverser 1’endothélium
vasculaire des capillaires sanguins par translocation, causant une bactériémie pouvant avoir
les mémes évolutions que celles précédemment décrites (Figure 1-6) [87]. |l apparait ainsi
que les voies permettant la dissémination de S. pneumoniae sont diverses, mais elles
nécessitent toutes un mécanisme centrale pour la virulence du pneumocoque : la traversée des

barriéres épithéliales et / ou endothéliales.

Les mécanismes moléculaires permettant la transition du pneumocoque entre un état
commensal des voies respiratoires supérieurs et un statut d’agent pathogéne envahissant les
tissus stériles sont actuellement mal connus. On remarque cependant que le pneumocoque ne
devient généralement pathogéne que chez des individus au systeme immunitaire immature
(enfant avant 2 ans) ou déficient (personnes agees, immunodéprimées). L’établissement d’une
infection requiert donc probablement la rupture d’un équilibre, entre d’un coté la réponse
immunitaire de 1’h0te, et de 1’autre les facteurs de virulence dont dispose le pneumocoque

pour assurer 1’invasion tissulaire et I’échappement au systeme immunitaire.
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a) Dissemination to the middle ear and meninges
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Figure 1-6 : Principales voies d’invasion du pneumocoque [87]

a) Dissémination du pneumocoque depuis le nasopharynx (1) vers 1’oreille moyenne (2) puis dans
le LCR (3), courant chez 1’enfant ; b) dissémination depuis le nasopharynx (1) vers les poumons
(2) suivi du passage dans le sang (3) puis dans le LCR (4a) et les méninges (4b), également
courant ; ¢) plus rarement passage dans le sang a travers 1’épithélium du nasopharynx (1 >2) puis
dans le LCR (4a) et les méninges (4b).
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I-iv- Réponse immunitaire au pneumocoque

L’entrée du pneumocoque dans 1’organisme induit une réponse rapide du systéme
immunitaire puisque 1 a 3 jours apres ’initiation de la colonisation chez la souris, on observe
un influx de neutrophiles qui phagocytent les pneumocoques dans le nasopharynx [88].
Cependant cette réponse inflammatoire aigile n’est pas efficace pour éliminer le portage et le
pneumocoque persiste méme aprés la résolution de ’infiltrat de neutrophiles. Une réponse
plus complexe et plus longue (plusieurs semaines ou mois), impliquant le recrutement graduel
de monocytes / macrophages, est nécessaire pour éliminer le pneumocoque du nasopharynx
[89]. Les acteurs cellulaires et humoraux impliqués dans la réponse immune face a la
colonisation ou a I’infection sont globalement identiques, 1’infection se caractérise cependant

par une réponse inflammatoire plus importante et systémique.

La premiere phase de la réponse immunitaire repose sur des éléments du systeme
immunitaire inné, a la fois cellulaires et humoraux, dont dépend le développement de la
réponse adaptative. En effet, certains phagocytes impliqués dans la réponse innée
(macrophages, cellules dendritiques) sont des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) qui,
apres avoir phagocyté des bactéries, vont migrer vers les organes lymphoides secondaires afin
d’y activer les lymphocytes B et T. Cette activation est modulée par les cytokines produites
par les CPA, dont I’expression dépend elle-méme de la maniére dont les cellules ont
préalablement reconnu les bactéries: récepteurs impliqués, environnement local

(chimiokines, anaphylatoxines...).

I-iv-1- Réponse immunitaire innée au pneumocoque

I-iv-1-a- Acteurs cellulaires de la réponse innée au pneumocoque

La réponse cellulaire innée au pneumocoque repose sur des neutrophiles, monocytes /
macrophages et cellules dendritiques qui sont recrutés pour phagocyter les bactéries. L’action
des neutrophiles est cruciale pour assurer 1’élimination du pneumocoque par phagocytose, et
nécessite qu’ils soient activés par un environnement cytokinique propice [90]. Les
macrophages et cellules dendritiques sont également essentiels pour coordonner la réponse
immunitaire innée en fournissant 1’environnement cytokinique nécessaire aux neutrophiles

[91, 92].

Outre la phagocytose, les neutrophiles disposent egalement d’une autre moyen pour

éliminer les pathogénes. En 2004 Zuchlinsky et son groupe démontrent que les neutrophiles
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peuvent déclencher un processus de mort cellulaire dépendant de la NADPH oxydase qui
conduit au relargage de leur ADN, auquel se lient des protéines ayant des activités
antimicrobiennes telles que des histones ou des protéases [93]. Ce mécanisme est appelé piege
extracellulaire du neutrophile (NET pour Neutrophil Extracellular Trap). Lors d’infections
respiratoires a pneumocoque chez la souris des NET sont formés et capturent les
pneumocoques [94]. Néanmoins, contrairement a d’autres bactéries comme les Shigella, le

pneumocoque n’est pas tué par les constituants du NET.

I-iv-1-b- Mécanisme de la phagocytose

Parmi les mécanismes de I’immunité innée permettant 1’élimination des pathogénes dont
le pneumocoque, 1’un des plus importants est sans conteste le processus de phagocytose. C’est
a Metchnikoff que I'on doit en 1882 la premiere description de cellules capables d'incorporer
dans leur cytoplasme des particules et de les digérer, phénoméne qu’il découvre en observant
au microscope la réaction de certaines cellules d’une larve d’étoile de mer a l'introduction de
morceaux d’épine. Il nomme ces cellules « phagocytes » et attribue a leur activité un rdle

capital dans les processus de défense contre les agressions microbiennes.

Le processus de phagocytose implique différentes étapes et est initi¢ par 1’établissement
d’un contact entre la surface de la cellule phagocytaire et celle de la particule qu'elle va
ingérer. Des liaisons se forment entre les glycoprotéines membranaires des phagocytes et des
structures de surface du corps étranger. L'adhésion est aussi facilitée par I'opsonisation des
corps étrangers. La liaison d’un micro-organisme ou de toute autre particule a un récepteur
phagocytaire entraine une cascade de signalisation, régulée principalement par des processus
de phosphorylation. Cette signalisation résulte en de profonds remaniements du cytosquelette
cellulaire, avec accumulation de F-actine sous la membrane plasmique. Cette accumulation
d’actine conduit a la formation de pseudopodes qui entourent la particule, formant in fine une
nouvelle vacuole intracellulaire, le phagosome. A I’intérieur de ce phagosome la particule est
finalement digérée par l'accolement et a la fusion des lysosomes avec la membrane du
phagosome. Le phagolysosome ainsi formé contient divers enzymes tels que des protéases qui
vont, selon leur spécificité, s'attaquer aux divers constituants de la particule ou du micro-

organisme.

La phagocytose s’accompagne le plus souvent d’une brutale ¢lévation de la
consommation cellulaire en oxygéne, appelée burst oxydatif. En effet, la liaison d’une

particule exogene active la NADPH oxydase, qui transfere des électrons du NADPH a
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I'oxygéne moléculaire. Les especes réactives de 1’oxygene (H20,, OHe et O,*") se retrouvent
en forte concentration dans le phagolysosome, ou ils exercent des effets toxiques sur les
micro-organismes phagocytés en endommageant divers constituants (ADN, protéines,
lipides). La NADPH oxydase transporte aussi des protons, conduisant a 1’acidification du
phagosome qui tue divers micro-organismes et est également importante pour ’action des
protéases. De plus, certains macrophages sont capables apres induction d’une NO synthase de
produire des dérivés nitrés, notamment le monoxyde d'azote, par oxydation des noyaux azotés
de la L-arginine. Le monoxyde d’azote réagit avec les ions superoxyde (O,¢’) formant des
especes réactive de 1’azote elles aussi dommageables aux micro-organismes phagocytes [95].
Néanmoins certaines bactéries telles que Listeria monocytogenes ou Legionella pneumophila
sont capables de résister a la phagocytose et de se multiplier dans le cytoplasme du phagocyte
(L. monocytogenes désorganise la membrane du phagosome pour y échapper) ou dans une
vacuole (L. pneumophila inhibe la fusion phagosome-lysosome en recrutant du réticulum

endoplasmique).

I-iv-1-c- Récepteurs cellulaires reconnaissant le pneumocoque

La reconnaissance directe des pneumocoques par les cellules phagocytaires fait intervenir
un ensemble de molécules du systeme immunitaire inné, des récepteurs de surface appelés
PRR (pattern recognition receptors), qui reconnaissent des PAMP (pathogen-associated
molecular patterns) présents a la surface des bactéries et permettent la phagocytose des

bactéries (Figure 1-7).

SIGN-R1, un récepteur lectine type C exprimé par les macrophages, est impliqué dans la
reconnaissance de la capsule de plusieurs sérotypes de pneumocoques [96]. Des souris KO
(knockout, inactivation des 2 alléles d’un gene donné) SIGN-R1 survivent moins bien aux
infections a pneumocoque (a la fois suite a des inoculations par voies intrapéritonéales et
intranasales) et leurs macrophages sont moins aptes a lier et phagocyter les bactéries [97, 98].
Il est intéressant de remarquer que les macrophages alvéolaires n’expriment pas SIGN-R1,
I’effet protecteur de SIGN-R1 n’a donc probablement pas lieu au niveau pulmonaire. Que ce
soit en injection intrapéritonéale ou intranasale, les souris KO SIGN-R1 développent des
infections systémiques caractérisees par un plus grand nombre de bactéries dans le sang que
les souris sauvages. De plus on note un niveau réduit d’IgM anti-phosphocholine chez les
souris KO SIGN-R1. En conclusion, ces données indiquent que SIGN-R1, au-dela de son

implication directe dans la phagocytose, est probablement important pour la mise en place
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d’une réponse systémique au pneumocoque, en lien avec 1’¢établissement d’une réponse

acquise efficace.

Les récepteurs dits scavenger SR-Al, SR-All et MARCO sont également capables de
reconnaitre des structures de surface du pneumocoque, bien que leurs cibles ne soient pas
actuellement connues [99, 100]. Les KO SR-AI/Il ou MARCO chez les souris les rendent plus
sensibles aux pneumonies a pneumocoques. On remarque également que les macrophages
alvéolaires de souris KO MARCO présentent une réduction de leur capacité a lier et
phagocyter les pneumocoques suggérant que MARCO est a la fois impliqué dans la liaison et

I’internalisation des bactéries [99].

La paroi du pneumocoque est reconnue par différents TLR (Toll-like receptors) présents
en surface des phagocytes, avec le concours du corécepteur CD14 et également de la LBP
(LPS binding protein). Les TLR2 et 6 et la LBP reconnaissent le peptidoglycane [101, 102],
les TLR1 et 2 et la LBP reconnaissent les acides lipotéichoiques [103, 104]. Le KO TLR2
chez les souris les rend plus sensibles a I’infection [105, 106], et la synthése de TNF-a par les
macrophages de souris, stimulés par des pneumocoques, est dépendante des TLR2 et 6 [107,
108]. La synthése de TNF-a par des PBMC (peripheral blood mononuclear cells) est inhibée
par des anticorps monoclonaux anti-TLR1, montrant que la reconnaissance du pneumocoque
par le TLR1 induit également la synthése du TNF-a [103]. Le rble de la LBP parait plus
limité car elle permet seulement de faciliter la reconnaissance des ligands du TLR2 et des

souris KO LBP ne présentent pas de réponse altérée aux pneumonies a pneumocoques [109].

Le TLR4 reconnait la pneumolysine, une cytolysine produite par le pneumocoque [110].
Cette reconnaissance a un effet pro-inflammatoire [111] mais peut aussi induire 1’apoptose
des lymphocytes T [110]. Le KO TLR4 chez les souris augmente de maniére modeste leur
sensibilité aux infections respiratoires a pneumocoques, sans impact sur l’inflammation
pulmonaire [112]. Aucun effet du KO TLR4 n’est observé en cas d’infection par injection
intraveineuse [113]. La reconnaissance de la pneumolysine par le TLR4 semble donc avoir un

effet protecteur tres limité et restreint aux voies respiratoires.

Le TLRY, recruté dans les compartiments endocytiques, reconnait les séquences CpG non
méthylées bien plus abondantes dans I’ADN bactérien que chez les eucaryotes [114, 115]. Le

KO TLR9 chez les souris augmente leur sensibilité aux pneumonies a pneumocoque de
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maniere encore plus drastique que le KO TLR2. De par sa localisation, le TLR9 pourrait

servir a amplifier la réponse suivant la phagocytose.
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Figure 1-7 : PRR cellulaires impligués dans la reconnaissance du pneumocogue

TA : acides téichoiques, LTA : acides lipotéichoiques, PG : peptidoglycane

La famille des TLR est impliquée dans la réponse a une grande variété de micro-
organismes pathogenes. Leur fonction principale est d’assurer la reconnaissance des
pathogenes et d’initier une réponse inflammatoire conduisant a I’élimination du pathogene.
Sur les 13 TLR mammiferes connus, les TLR1, 2, 6 et 9 sont les principaux actuellement
identifiés comme importants pour la réponse au pneumocoque. La signalisation en aval de la
reconnaissance par les TLR est médiée par 1’adaptateur MyD88. Les souris KO pour MyD88
sont particulierement sensibles a différents types d’infections a pneumocoques, Ce qui montre
le role clé de cet adaptateur [116-118]. La signalisation par MyD88 aboutit a 1’activation du
facteur de transcription NF-xB, controlant la synthése d’un ensemble de cytokines
inflammatoires dont TNF-a, IL-1B, IL-6, KC, MCP-1. Ces cytokines sont impliquées dans
I’apparition de la fiévre et la réaction de phase aigiic (TNF-a, IL-6), le recrutement et

I’activation des neutrophiles (TNF-a, KC) et des macrophages (TNF-a, MCP-1), I’activation
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des lymphocytes (IL-1p, IL-6). Outre la réponse inflammatoire qui permet le recrutement de
nombreux phagocytes au site d’infection, cette signalisation et I’environnement cytokinique
qu’elle génere permet de polariser les CPA vers un profil adapté pour favoriser une réponse

adaptative efficace.

Des protéines intracellulaires sont également capables de détecter des composants du
pneumocoque. Ainsi, la protéine cytosolique Nod2 reconnait le peptidoglycane du
pneumocoque [119]. La reconnaissance par Nod2 participe a 1’établissement de la réponse
inflammatoire puisqu’elle conduit a 1’activation du facteur de transcription NF-«B qui lui
méme induit la synthése de MCP-1, TNFa et IL-6 [120, 121]. Au contraire la protéine Nod1l
reconnait le peptidoglycane des bactéries Gram-négatif et n’est donc pas en mesure de
reconnaitre le pneumocoque. Néanmoins, 1’élimination de S. pneumoniae durant la co-
colonisation avec H. influenza est liée a I’activation de Nodl par le peptidoglycane de H.
influenza. Ainsi des souris KO Nodl montrent une réduction de la phagocytose du

pneumocoque induite par la co-colonisation avec H. influenza [122].

Des senseurs d’ADN cytosoliques encore inconnus activent quant a eux, par le biais de la
protéine STING et du facteur de transcription IRF3, la synthése d’interférons de type I
(IFNa/B) qui stimulent la production de RANTES (chimiokine permettant le recrutement de
leucocytes) [123-125]. La réponse interféron de type | a longtemps été associée avec la
défense antivirale mais son implication dans les infections bactériennes a été mise en
évidence ces derniéres années. Il est a noté que lors d’une co-infection avec le virus de la
grippe, les haut niveaux d’interférons de type | produits par la réponse antivirale diminuent
I’expression des cytokines KC et MCP-1 qui sont requises pour |’¢limination du
pneumocoque, favorisant ainsi ’infection bactérienne [124, 126]. Le r6le des interférons de
type I dans la réponse au pneumocoque reste ainsi pour I’instant peu clair, mais il est probable

qu’une régulation fine de leur expression soit nécessaire pour assurer une réponse efficace.

On observe ainsi qu’un large panel de récepteurs présents en surface des phagocytes leur
permet de reconnaitre le pneumocoque. Cette reconnaissance peu spécifique ciblant des
structures répétées présentes en surface de la bactérie (polysaccharides capsulaires,
peptidoglycane...) par différentes protéines agit probablement comme un velcro moléculaire
favorisant d’une part la liaison puis I’internalisation du pneumocoque afin d’assurer sa

destruction, et d’autre part I’établissement de la réponse inflammatoire par la production de
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diverses cytokines. Les récepteurs intracellulaires ont quant a eux probablement pour fonction

d’amplifier la réponse cytokinique.

I-iv-1-d- Acteurs humoraux de la réponse innée au pneumocoque

Outre la réponse cellulaire, une réponse humorale innée est également essentielle pour
assurer 1’¢élimination du pneumocoque. Un ensemble de PRR solubles permettent de faciliter
la reconnaissance du pneumocoque par les phagocytes (figure 1-8). Ces protéines sont
multimériques et le phénomeéne d’avidité entrainé par la reconnaissance multivalente est
capitale pour la reconnaissance des pathogenes, les interactions monovalentes engagees étant

souvent de faible affinité.
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Figure 1-8 : PRR solubles |mpI|ques dans la reconnaissance du pneumocoque

TA : acides téichoiques, LTA : acides lipotéichoiques, PTX3 : pentraxine 3, SAP : composant
amyloide P sérique, CRP : protéine C réactive, SP-A : protéine du surfactant A, SP-D protéine du
surfactant D

Il a ainsi été montré que plusieurs membres de la superfamille des pentraxines se lient au
pneumocoque. Les pentraxines courtes sont des homopentameres produites par le foie et leur

synthese augmente durant la réaction de phase aigue [127]. La protéine C réactive (CRP) et le
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composant amyloide P sérique (SAP) sont les 2 prototypes de la classe des pentraxines
courtes, il a été montré qu’elles sont capables de reconnaitre les résidus phosphocholine
associés aux acides lipotéichoiques du pneumocoque, et ont un réle important dans la réponse
immune [128, 129]. Cette reconnaissance induit la phagocytose, la CRP et la SAP se liant aux
récepteur d’immunoglobulines G FcyRI et FcyRIla présents en surface des neutrophiles et des
monocytes / macrophages [130, 131]. La pentraxine 3 (PTX3) est le prototype de la famille
des pentraxines longues, formant majoritairement un homodécamére stabilisé par des ponts
disulfures, et produite principalement par les neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques
et cellules endothéliales en réponse a des signaux inflammatoires [132, 133]. Il a été montré
que la PTX3 se fixe au pneumocoque et améliore la phagocytose, bien qu’aucun ligand n’ait a

ce jour été identifié a la surface du pneumocoque [134, 135].

Parmi les autres PRR solubles, les collectines reconnaissent également le pneumocoque.
Les collectines sont des collagenes de défense dont les monoméres sont constitués d’un court
domaine N-terminal suivi d’un domaine collagéne, lui-méme lié & un domaine lectine type C
(dit CRD, carbohydrate recognition domain) par une région charniére. La région charniére
induit une trimérisation stabilisée par les domaines collagenes, rapprochant les CRD et
permettant la reconnaissance des répétitions de ligands plutdt que des ligands isolés. Le
domaine N-terminal permet une oligomérisation de plus haut ordre par la formation de ponts
disulfures. Les protéines du surfactant A et D (SP-A et SP-D) sont 2 collectines reconnaissant
les sucres en surface du pneumocoque et favorisant son élimination [136, 137]. Diverses
protéines en surface des phagocytes ont été identifiées comme récepteurs pour la SP-A
(C1gRp/CDY3, SPR210) ou SP-A et SP-D (C1gR/calreticuline+CD91, gp340) [138-141]. Il a
été montré que la SP-A favorise la phagocytose du pneumocoque par les macrophages et les

souris KO SP-D sont plus sensible aux infections [136, 137].

I-iv-1-e- Le systéme du complément

Le systeme du complément est un composant capital de la réponse innée a de nombreux
pathogénes dont S. pneumoniae. Dans le cadre de la réponse au pneumocoque, la voie
classique du complément joue un réle essentiel mais la voie des lectines et la voie alterne sont

aussi impliquées [142, 143].

La voie classique du complément est initiée par la reconnaissance du pathogéne par le
complexe C1 (formé de Clqg, un dimere de C1r et un dimére de C1s). Le changement de

conformation induit par cette reconnaissance active les deux molécules de Clr qui, grace a
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leur activité serine protéase, clivent les deux C1s, elles méme des serine protéases. Le
complexe est alors en mesure de cliver C4, dont le fragment C4b se lie de maniére covalente a
des sucres et des protéines présents a la surface du pathogéne, et C2 dont le fragment C2a
forme avec C4b la C3-convertase. Cette C3-convertase permet de cliver la protéine C3 dont le
fragment C3b s’associe, lui aussi de maniére covalente, aux carbohydrates et protéines de
surface du pathogeéne, conduisant a son opsonisation et permettant d’augmenter

considérablement la phagocytose.

La voie des lectines differe de la voie classique dans ses premieres étapes, la
reconnaissance étant assurée par des protéines liant des motifs saccharidiques repétes telles
que la MBL (une collectine dodécamérique de structure similaire a SP-A) ou les ficolines (des
collagénes de défense reposant sur un domaine fibrinogéne pour la reconnaissance). Les
protéases MASP associées sont responsables du clivage de C4 et C2. Concernant le
pneumocoque il a été montré que la M-ficoline reconnait les polysaccharides capsulaires de
certains sérotypes de pneumocoques [144]. D’autre part, des travaux réalisés en collaboration
avec Emilie Stermann du groupe IRPAS (IBS) dirigé par Nicole Thielens, ont montré que la
L-ficoline reconnait différents groupes saccharidiques des acides téichoiques ainsi que les
molécules de phosphocholine. Cette reconnaissance du pneumocoque par la L-ficoline

conduit a I’activation du complément (manuscrit en cours de rédaction).
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Figure 1-9 : Activation de la cascade du complément
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La voie alterne est quant a elle initiée par I’hydrolyse spontanée de C3 qui va permettre la
liaison a C3b du facteur B. Le facteur D clive alors B en Ba et Bb, ce dernier reste associe a
C3b, formant la C3-convertase alterne qui agit par la suite de maniére identique a la C3-
convertase classique. La voie alterne permet également 1’amplification des voies classique et
lectine [95, 145].

L’activation de 1’une ou de plusieurs des trois voies du complément peut conduire a la
lyse de la cellule ciblée. La concentration accrue de C3b a la surface du microorganisme
favorise I’interaction avec la C3-convertase, formant alors la C5-convertase. Celle-ci clive le
facteur C5 générant les molécules de Cb5a, une puissante chimiokine et anaphilatoxine
permettant d’induire une forte réponse inflammatoire et C5b qui est a la base de la formation
du complexe d’attaque membranaire. C5b se lie en effet de maniere covalente a la membrane
et recrute la protéine C6. Le complexe C5b6 reste associé a C3b jusqu'au recrutement de C7
et C8 qui, aprés une transition structurale hydrophile / amphiphile, inserent des domaines
hydrophobes dans la bicouche phospholipidique. La formation du pore qualifié de complexe
d’attaque membranaire (MAC pour membrane attack complex) est finalisée par le
recrutement et 1’oligomérisation de C9. Les coques Gram-positif, dont le pneumocoque, sont
naturellement résistants a la lyse osmotique induite par les MAC. En effet, bien que les
protéines du MAC puissent s’associer a la surface du pneumocoque elles ne semblent pas
s’insérer dans la membrane. Il a été proposé que cette résistance serait due a 1’épaisseur
importante de la paroi chez les bactéries Gram-positif qui empécherait 1’acces des protéines
du MAC a la membrane [146].

Compte-tenu de I’importance du systéme du complément dans la réponse immune, il est
primordial qu’un mécanisme efficace de régulation existe. L’importance de cette régulation
est mise en exergue par le grand nombre de régulateurs identifié, qui opérent a tous les
niveaux de la cascade. Ces régulateurs sont soit des protéines solubles, soit des protéines
membranaires qui empéchent 1’activation du complément a la surface des cellules du soi.
Parmi les regulateurs solubles, certain inhibent 1’activation des voie classiques et lectines. On
trouve en particulier CLINH (C1 inhibitor) qui inhibe les protéases (C1r, Cls et MASP) et
C4BP (C4-binding protein) qui inhibe I’action de C4 en accélérant la dissociation de la C3-
convertase mais favorise également la dégradation de C4b et C3b par le facteur | [147, 148].
La voie alterne est inhibée par le facteur H qui entraine la dégradation de C3b par le facteur |
et accélere la dissociation de la C3-convertase alterne [149]. La phase lytique est quant a elle

inhibée par plusieurs protéines telles que CFHR1, la clusterine ou encore la vitronectine [150-
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152]. Parmi les régulateurs membranaires, CD46 inhibe 1’action de C3b et C4b en facilitant
leur dégradation par le facteur | [153]. CD55 empéche 1’assemblage des C3-convertases et
accéléere leur dissociation [154]. CD59 inhibe quant a lui la phase Iytique, en empéchant
I’oligomérisation de C9 [155].

I-iv-1-f- C1q, un collagéne de défense avec de multiples capacités de liaison

A la base de la voie classique se trouve la reconnaissance de structures de surface du
pathogene ou d’autre effecteurs solubles de I’immunité par le complexe C1, et plus
particulierement par C1lg. Clq est une protéine multimérique, dont 1’unité de base est un
monomere composé de trois sous-unités différentes appelées chaines A, B et C. Chaque
chaine est constituée d’une partic N-terminale de type collagéne et d’une téte globulaire C-
terminale. Les queues collagénes sont constituées d’un motif Gly-X-Y (X étant souvent une
proline et Y étant souvent une proline, une hydroxyproline ou une hydroxylysine). Une
charniére semi-flexible est obtenue dans la structure par une interruption du motif Gly-X-Y
par un Gly-X. Les régions collagénes de chacune des trois chaines s’associent pour former
une triple hélice rassemblant les tétes globulaires, et I’assemblage est stabilisé par des ponts
disulfures inter-chaines a I’extrémité N-terminale. La molécule de C1q est un hexameére formé
par l’assemblage de 6 des monomeéres en triple hélice, qui présente une structure

caractéristique en forme de bouquet de tulipes (Figure 1-10) [156, 157].

Du fait de cette structure particuliere, qui produit des domaines de liaison (les tétes
globulaires) composées de trois sous unités différentes, contrairement aux autres collagénes
de défense qui ne sont assemblés qu’a partir d’une seule sous unité, C1q est capable de lier
une grande variété de ligands, souvent polyioniques (fibrilles B-amyloides, prions, lipide A...)
[158]. Notre collaborateur Philippe Frachet (IBS, groupe IRPAS) a par exemple montré que
Clq est capable de reconnaitre la phosphatidylsérine et I’ADN [159, 160]. Cette
caractéristique suggere que C1q puisse fonctionner comme une molécule reconnaissant des
motifs charges. La structure cristalline des régions globulaires de C1q montre que bien qu’il y
ait une apparente symétrie entre les trois modules C-terminaux formant la téte globulaire,
d’importantes différences dans la répartition des résidus chargés et hydrophobes entre les
differents modules peuvent étre mises en évidence (Figure 1-11 a) [161]. Ainsi la pseudo-
triple symetrie observée au niveau de la structure tertiaire des tétes globulaires disparait
lorsque 1’on considére la distribution des charges en surface. Il devient ainsi envisageable que

chacune des 3 sous-unités puisse potentiellement établir des interactions individuellement,

50



mais la structure compacte des tétes globulaires permet également la reconnaissance de

ligands impliquant des résidus de plusieurs sous unités [162].

C C 4
B B Vue de coté

Vue de dessous

Figure 1-10 : Assemblage et structure de Clqg

Mécanisme d’assemblage proposé des 18 polypeptides composant Clq (gauche), les chaines A et
B dimérisent grace a un pont disulfure a I’extrémité N-terminale et deux chaines C forment un
homodimére par un pont disulfure similaire. Deux dimeres A-B s’associe aux chaines C pour
former deux structures en triple hélice liées par le pont disulfure entre les chaines C. Trois
structures de ce type forment Clq en associant leurs extrémités N-terminales. Modéle de la
structure tridimensionnelle de Clqg (droite) dérivé de la structure cristallographique des tétes
globulaires [162], les chaines A sont représentées en bleu, les chaines B en vert et les chaines C
en rouge.

Les tétes globulaires de C1q sont capables de reconnaitre différentes molécules de
I’'immunité innée telles que les pentraxines CRP, SAP et PTX3 [163-165], et de I’immunité
acquise telles que les 1gG et IgM [166, 167]. Ces interactions avec d’autres protéines de
I’immunité permettent a Clq de reconnaitre ses cellules cibles de maniére indirecte. Les
mécanismes de reconnaissance de certains de ces ligands par les tétes globulaires de C1q ont
été étudiés de maniére détaillée, et permettent d’illustrer la variabilité des modes de liaison de

ces domaines de reconnaissance. Ainsi un mod¢le d’interaction des tétes globulaires avec la
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protéine C-réactive a été proposé a partir de données structurales et d’expériences de
mutagénese [168, 169]. Dans ce modéle I’extrémité de la région globulaire de Clq, ou
préedominent des résidus basiques, s’insére dans le pore central chargé négativement de la
CRP, ce qui représente une interaction impliquant les trois sous-unités de C1q (Figure I-11 b).
Un autre mode¢le d’interaction concerne la reconnaissance des IgG de classe 1 humaines [170-
174]. Ce modéle propose une fixation de la région équatoriale de la sous-unité B du domaine
globulaire de Clq au niveau de I’interface Fab-Fc de 1’anticorps [161]. Dans ce cas, la
reconnaissance des immunoglobulines n’est mediée que par une seule des sous unités de C1q
(Figure 1-11 ¢).

CRP

Figure 1-11 : Diversité de reconnaissance par les tétes globulaires de Clqg [162]

a) Vue de face d’une région globulaire de Clq, les résidus basiques sont représentés en bleu, les
résidus acides en rouge et les résidus hydrophobe en jaune. A, B et C indiquent les trois sous-
unités différentes formant la téte globulaire. b) Modéle de ’interaction C1qGR-CRP, pour plus
de clarté seuls trois des cinq monomeres de la CRP sont représentés. c) Modele de I’interaction
entre C1qGR et une IgG1. B et ¢) les sous unités de C1q sont représentées en bleu pour la chaine
A, vert pour la chaine B et rouge pour la chaine C.
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Bien que la plupart des ligands de C1q soient reconnus par les tétes globulaires, les parties
collagenes établissent également des interactions avec d’autres protéines essentielles pour la
fonction de C1q. Le site de fixation des protéases C1lr et Cls, qui s’associent a Clq pour
former le complexe C1 [175], est en effet situé au niveau des régions collagénes de Clq
[176]. A partir des données structurales acquises sur Clg, Clr et Cls, ainsi que des
informations obtenues par des approches génétiques et biochimiques sur 1’activation de Clr,-
Cls;, un modele de D’activation du complexe C1 a été proposé par Nicole Thielens et
Christine Gaboriaud (IBS, groupe IRPAS) (Figure 1-12) [162]. La structure en forme de « 8 »
du proenzyme C1s-C1lr-C1lr-Cls non-activé est incompatible avec le phénomeéne d’auto-
activation de C1r qui déclenche la cascade du complément [177]. Cette auto-activation
requiere un contact entre les domaines SP (pour Serine Protease) des deux monomeres de
C1r, qui sont éloignés dans cette forme au repos (Figure 1-12 a) [178]. Le modéle proposé par
nos collaboratrices du groupe IRPAS est que le signal déclenchant I’activation de Clr est un
stress mécanique transmis a travers ’interface C1q-C1r-C1s, depuis la tige collagene de Clq
vers la région catalytique de C1r, lorsque les tétes globulaires se lient & une cible. Il est
concevable qu’une interaction multivalente de C1lg avec un ensemble de sites de liaison
distants modifie ’orientation des parties C-terminales des régions collagénes, qui sont
mobiles grace a la présence de la charniére, en les faisant s’écarter de I’axe représenté par
leurs extrémités N-terminales [179]. Cet écartement des parties collagénes entrainerait
I’ouverture du proenzyme Cls-C1r-C1r-Cls, rendant possible I’interaction entre les domaines
SP des deux monoméres de Clr et permettant ainsi 1’activation de Clr (Figure 1-12 b).
L’activation subséquente de Cls requiere une interaction entre son domaine SP et celui d’un
monomére de Clr [180], probablement celui du dimére C1lr-C1ls opposé. Dans le modéle
proposé ce contact peut étre obtenu par un mouvement du domaine SP de Cls vers I’intérieur
ou un mouvement du domaine SP de Clr vers I’extérieur, voir les deux en méme temps
(Figure 1-12 ¢). Ce modele permet donc d’envisager I’activation du complexe C1 comme un
processus mécanique reposant sur le déplacement des tiges collagenes de Clq suite a la

reconnaissance de plusieurs ligands par les tétes globulaires.

Dans la structure proposée pour Clq Dorientation des tétes globulaires présente
systématiquement la chaine B vers I’extérieur. Il serait par contre envisageable que suivant la
zone d’interaction mise en jeu entre les ligands et les tétes globulaires une distorsion plus ou
moins forte de Clq soit obtenue, altérant 1’ouverture du proenzyme C1s-C1lr-C1r-Cls et

diminuant I’activation du complexe C1.
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a) b) c)

- >

Figure 1-12 : Modéle d’activation du complexe C1 [162]

a) Le proenzyme Cls-C1r-C1lr-Cs est sous sa forme au repos (forme en « 8 »), associé a C1lq qui
est représenté en conformation « fermé ». Les fléches représentent le mouvement d’écartement
nécessaire a 1’ouverture du proenzyme. b) L’écartement des tiges collagénes de Clq (représenté
en conformation « ouvert ») modifie la conformation du proenzyme, qui prend une forme en « S »,
les domaines SP des Clr se retrouvent en contact et s’activent mutuellement. ¢) Conformation
transitoire représentant 1’activation de Cls.

I-iv-1-g- Importance du complément dans I'immunité au pneumocoque

La reconnaissance du pneumocoque par C1q est un élément clé de la réponse immunitaire
innée face a ce pathogeéne, le KO de C1q rendant les souris beaucoup plus sensibles aux
infections [142]. Bien que des récepteurs a Clqg soient présents sur les phagocytes
(C1gR/calreticuline+CD91, C1gRp/CD93 et CR1/CD35) et qu’ils puissent favoriser la
phagocytose [138, 181, 182], Clq n’est en lui-méme pas une opsonine tres efficace.
L’activation du complément est en effet capitale pour I’élimination du pneumocoque,
I’opsonisation par C4b et surtout par C3b permettant une amélioration trés importante de la
phagocytose [183]. Ainsi des souris KO C4 ou C3 s’avérent extrémement sensibles au
pneumocoque [142]. Un ensemble de récepteurs en surface des phagocytes reconnaissent C3b
et ses dérivés : CR1/CD35, CR2/CD21, CR3/CD11b+CD18, CR4/CD11c+CD18 et CRIg et
favorisent la phagocytose des cellules opsonisées [184-188]. C3 étant la protéine du
complément la plus abondante avec une concentration sérique de 1-1,5 mg/mL (par
comparaison la concentration de Clq est d’environ 0,1 mg/mL), C3b est déposé en grande
quantité quand le complément est activé. La densité importante de C3b en surface des cellules

cibles facilite d’autant plus la phagocytose.

Outre I’opsonisation du pathogene, I’activation du complément a également d’autre effets
grace aux fragments solubles relargués lors de I’activation protéolytique de certaines

protéines. C4a et C3a sont en effet des anaphylatoxines, C3a étant notablement plus efficace
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que C4a. Les anaphylatoxines ont une large variété d’actions, elles causent la dégranulation
des basophiles et des mastocytes, provoquent la contraction des muscles lisses. Dans le cadre
de la réponse au pneumocoque, l’augmentation de la perméabilité vasculaire par les
anaphylatoxines favorise le recrutement des monocytes et des neutrophiles au site d’infection
[189, 190]. Les anaphylatoxines ont également un effet chimiotaxique, la liaison de C3a a son
récepteur C3aR sur les leucocytes conduit a leur migration vers le site d’infection, ou est
produit un gradient de C3a [191, 192]. Cette activité permet la encore de recruter des
phagocytes afin d’éliminer le pneumocoque. Enfin, les anaphylatoxines sont également
impliqués dans la modulation de I’immunité adaptative en contribuant a déterminer le profil
d’activation des cellules dendritiques, les principales CPA. Ainsi en 1’absence de signalisation
par le récepteur C3aR sur les cellules dendritiques, celles-ci activent des lymphocytes Treg
[193], qui ne sont pas produits en réponse a une infection a pneumocoques dont la résolution
est plutdt dépendante de lymphocytes Th17 [194]. Ceci tend a prouver I’implication de C3a

dans 1’établissement de la réponse adaptative au pneumocoque.

Il est & noter que le fragment C5a est la plus puissante des anaphylatoxines produites par
le complément, son effet chimiotactique est plus important que pour C3a et elle permet
¢galement D’activation des phagocytes, stimulant leur burst oxydatif et leur production de
cytokines. L’importance de C5a dans la réponse au pneumocoque est cependant discutable.
Ainsi, bien que le recrutement de neutrophiles au site d’infection par des souris KO C5 soit
réduit, une activité chimiotactique est toujours détectable et un recrutement significatif de
neutrophiles est observé [195]. Des expériences menées a 1’aide de souris déficientes en C5
ont également montré que C5 joue un réle bien moins important que C3 dans la défense
contre le pneumocoque [183]. Enfin, il a été montré que la signalisation par les récepteurs
C3aR et C5aR sur les cellules dendritiques conduit a I’activation de lymphocytes Thl. En
revanche en 1’absence de signalisation par C5aR les cellules dendritiques activent des
lymphocytes Th17 [196], une réponse plus en accord avec celle mise en place face au
pneumocoque. Ces résultats semblent donc indiquer que si il y a production de C5a lors de
I’activation du complément en réponse a une infection par le pneumocoque, le taux de C3a
doit cependant étre bien supérieur, orientant les cellules dendritiques vers une réponse de type
Th17.

En conclusion, il apparait donc que dans le cadre de la réponse a une infection au
pneumocoque 1’activation des premicres étapes de la cascade du complément est essentielle.

C’est en premier lieu la voie classique qui est mise a contribution mais la voie des lectines
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joue également un rdle. Nos collaboratrices Nicole Thielens et Emilie Stermann (IBS, groupe
IRPAS) ont en effet montré que la L-ficoline reconnait différents groupes saccharidiques des
acides téichoiques ainsi que les molécules de phosphocholine, et que cette reconnaissance du
pneumocoque par la L-ficoline conduit a 1’activation du complément. Des souris KO pour le
facteur B étant, au méme titre que des souris KO C1q, beaucoup plus sensibles aux infections
a pneumocoque [142], ’amplification par la voie alterne apparait également importante.
L’activation de C3 est un élément central dans [’activité du complément face au
pneumocoque puisqu’il a a la fois des effets sur la réponse innée (opsonisation par C3b,
chimiotactisme par C3a) et sur I’orientation de la réponse adaptative (activation des DC par
C3a). Le complément apparait donc, a I’instar de la signalisation par les TLR, comme un

élément charniére entre les réponses innée et adaptatives.

l-iv-2- Réponse immunitaire adaptative au pneumocoque

Bien que dans un premier temps le systéme immunitaire inné permette de limiter la
prolifération du pneumocoque, la résolution d’une infection a pneumocoque requiert une
réponse adaptative efficace. Le développement de cette réponse repose avant tout sur 1’action
des cellules présentatrices d’antigéne. Les CPA recrutées au site d’infection, au premier rang
desquelles les cellules dendritiques, sont activées par un ensemble de signaux : signalisation
par leurs récepteurs de surface reconnaissant le pathogene, environnement cytokinique et effet
des anaphylatoxines ; cette activation se conjugue a la phagocytose des bactéries. Les CPA
activées vont par la suite migrer vers les organes lymphoides secondaires, ou elles peuvent
activer différentes cellules de I'immunit¢ en exposant a leur surface des ¢éléments

immunogéniques issus des bactéries digéreées.

Dans le cadre d’une réponse efficace face au pneumocoque deux types cellulaires
différents sont activés par les CPA (Figure 1-13). Il a ainsi été montré dans des modeles
d’infection chez la souris que la résolution de I’infection et la protection des souris était
dépendante de I’activation de lymphocytes T CD4" [89, 111]. Plus spécifiquement,
I’activation de lymphocytes Thl7 semble étre déterminante pour 1’élimination du
pneumocoque chez la souris [194], une observation renforceée par le fait que des patients
présentant une mutation dans le géne STAT3 (incapables de produire des lymphocytes Th17)
sont beaucoup plus sensibles aux infections a pneumocoques. L’activation des lymphocytes T
dans les organes lymphoides secondaires résulte de la rencontre entre des lymphocytes T naifs

et les CPA activées. Les CPA presentent a leur surface des molécules du complexe majeur
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d’histocompatibilité de classe II chargés de peptides provenant de la dégradation des protéines
du pneumocoque. Une synapse immunologique va étre formée par 1’interaction entre ce
complexe CMH-peptide et les TCR (T cell receptor) de lymphocytes spécifiques pour des
peptides du pneumocoque. Le corécepteur CD4 reconnait quant a lui le CMH-II, et les
interactions d’un ensemble d’autre récepteurs en surface de la CPA (ex : B7, LFA-3, ICAM-
1) et du lymphocyte (ex : CD28, CD2, LFA-1) complétent la synapse immunologique. Ce
sont ces interactions, ainsi que les cytokines produites par la CPA, qui vont activer le
lymphocyte T CD4" selon un profile particulier (Th1, Th2, Th17, Treg...). Les lymphocytes
Th17 activés en réponse a I’infection par le pneumocoque vont, comme tous les lymphocytes
T helpers, participer a 1’activation et a la maturation des lymphocytes B. Les lymphocytes
Th17 sont également caractérisés pour leur production prédominante d’interleukine 17A
[197]. L’IL-17A est une puissante cytokine inflammatoire qui induit la production de
nombreuses autres cytokines et chimiokines (IL-6, G-CSF, GM-CSF, IL-1pB, TGF-B, TNF-a,
IL-8, MCP-1) par une large variété de cellules présentant I’un des récepteurs IL-17R
(fibroblastes, cellules endothéliales, cellules épithéliales, keratinocytes, et macrophages)
[198]. La migration des lymphocytes Th17 au site d’infection et leur production d’IL-17A
conduit a un recrutement encore plus massif de monocytes et surtout de neutrophiles et a leur

activation, qui aident a résoudre 1’infection.
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Un autre type cellulaire est activé par les CPA durant I’établissement de la réponse
adaptative au pneumocoque, les lymphocytes B. Les lymphocytes B présentent a leur surface
un BCR (B cell receptor) qui est formé d’une immunoglobuline membranaire (IgM pour les
lymphocytes B naifs) et de CD79 qui assure la transduction du signal. Au contraire des TCR
qui reconnaissent des peptides, les BCR reconnaissent généralement des structures natives.
Par conséquent, les CPA présentent a leur surface des fragments de capsule ou des protéines
du pneumocoque non dégradés (voire des bactéries entiéres n’ayant pas été internalisées).
L’activation des lymphocytes par le BCR seul est cependant relativement faible, les
plasmocytes dérivant de ces lymphocytes B ne subissent pas de commutation isotypique ni de
maturation d’affinité et produisent donc des IgM d’affinité limité pour leurs ligands. Les
lymphocytes B sont néanmoins capables d’internaliser des peptides ou protéines provenant du
pathogene transportés par les CPA, et de présenter par leur CMH-II des peptides qui peuvent
alors étre reconnus par les lymphocytes T. La reconnaissance par les lymphocytes Th17
activés de complexes CMH-peptides en surface des lymphocytes B leur permet, par le biais
d’autre protéines de surface (ex : CD28, CD40L) se liant & des récepteurs des lymphocytes B
(ex: CD80/86, CD40), d’activer la commutation de classe et la maturation d’affinité. Ces
¢étapes supplémentaires dans ’activation des lymphocytes B permettent la production par les
plasmocytes d’IgG ou d’IgA de forte affinité [199].

Les anticorps produits en réponse a une infection par le pneumocoque sont spécifiques
pour certains de la capsule et pour d’autres de protéines de surface. Ils permettent
I’opsonisation de la bactérie, directement en se fixant aux récepteurs au fragment Fc (FCR)
des phagocytes, ou indirectement par 1’activation du complément du fait de leur
reconnaissance par Clq. C’est cette réponse anticorps qui est développée dans le cadre de la
vaccination contre S. pneumoniae, ce qui montre l’importance de ces anticorps dans
I’élimination du pneumocoque [200, 201]. La mise en place de la réponse adaptative permet
aussi le développement d’une mémoire immunologique, sous la forme de lymphocytes B et T
mémoires, qui permet par la suite une réponse plus efficace et rapide si le pathogéne est a
nouveau rencontré. Le principal déterminant immunogénique du pneumocoque étant la
capsule, une protection compléte par la mémoire immunologique n’est cependant possible
qu’a I’encontre du sérotype capsulaire rencontré (sauf en cas de réaction croisée entre

sérotypes).

Il est important de noter ici que, contrairement a la réponse immunitaire innée qui repose

sur la reconnaissance du pathogene par le biais d’interactions généralement peu spécifiques,

58



la réponse adaptative met en jeu des interactions trés spécifiques. Les lymphocytes B et T
activés sont ainsi recrutés puis amplifiés a partir d’un vaste réservoir de cellules naives, dont
les BCR ou TCR qui présentent une extréme diversité constituent ce qui est communément
appelé le répertoire immunologique. Les estimations de la taille de ce répertoire varient de 10
a 10™ récepteurs différents [199].

En conclusion, il apparait que la réponse immunitaire face au pneumocoque est un
mécanisme complexe qui nécessite I’intervention de nombreux acteurs a la fois cellulaires et
humoraux. L’immunité innée joue un rdle capital en limitant la prolifération de la bactérie et
en assurant le développement de la réponse adaptative. Les phagocytes et le systeme du
complément sont les deux éléments essentiels de cette réponse innée, qui permettent grace a
I’opsonisation et a la phagocytose du pathogeéne d’assurer sa destruction mais aussi de diriger
le développement de I’immunité acquise, via notamment les cellules présentatrices
d’antigénes qui agissent en véritable chefs d’orchestres de I’immunité acquise. Le
développement d’une réponse adaptative appropriée permet la résolution de 1’infection grace
a une opsonisation accrue, a un recrutement et une activation augmentés des phagocytes. La
coordination entre les ¢éléments de I’'immunité innée et acquise apparait donc comme

essentielle pour une réponse efficace au pneumocoque.
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I-v- Complément et apoptose

Comme décrit précédemment, Clq est une protéine de I’immunité innée reconnaissant
divers pathogenes, qui participe a la mise en place d’une réponse inflammatoire et a
I’opsonisation du pathogéne en vue de son €limination. Alors qu’une déficience en Clq rend
les hotes plus sensibles aux infections, on remarque de fagon surprenante une association
entre déficience en C1qg et maladies auto-immunes [202, 203]. Ce lien, qui est corrélé avec
une inflammation excessive, suggére un réle immunosuppressif ou tolérogene de C1q. Il a été
montré qu’un défaut d’élimination des cellules apoptotiques est a 1’origine de diverses
maladies auto-immunes [204], et que des souris déficientes en C1q présentent une quantité
accrue de corps apoptotiques dans leurs tissus [203]. Dans cette optique, un réle du systeme

du complément dans 1’élimination des cellules apoptotiques parait pertinent.

I-v-1- Apoptose : Rbles et mécanismes

I-v-1-a- Réles physiologiques et pathologiques

Observée pour la premiére fois par Walther Flemming en 1885 en Allemagne, 1’apoptose
est décrit en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie lors de I'étude de tissus par microscopie
électronique comme un phénomeéne de mort cellulaire programmeée [205]. Physiologiquement,
I’apoptose est impliquée dans un grand nombre de processus, lors notamment du
développement chez 1’homme : morphogénése (creusement des espaces interdigitaux,
disparition de I’appendice caudal...) [206], développement neurologique (remodelage
cérébral puis sélection des liaisons synaptiques utiles) [207], développement du systeme
immunitaire (élimination des lymphocytes autoréactifs) [208]. L’apoptose contribue a
I’homéostasie cellulaire, il existe en effet un équilibre étroit entre I'apoptose et la fabrication
de nouvelles cellules ce qui permet d'éviter la prolifération cellulaire [209]. Elle permet

¢galement 1’élimination des cellules dont I’ADN a subi des dommages irréparables [210].

Diverses maladies sont liées a des déreglements des mécanismes qui contrdlent I'apoptose.
Le déclenchement anormal ou excessif de I'apoptose joue un réle dans le développement de
différentes pathologies neurodégénératives, telles que I'amyotrophie spinale, la sclérose
latérale amyotrophique, la chorée de Huntington, la maladie d'Alzheimer, la maladie de
Parkinson [211]. D’autre part, le blocage anormal de I'apoptose conduit au développement de
cancers. En effet, les cellules cancéreuses sont des cellules dans lesquelles ce mecanisme ne

fonctionne plus, elles survivent et se multiplient en dépit d'anomalies génétiques survenues au
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cours de la vie de la cellule, qui auraient dd conduire a leur apoptose. Le développement de
métastases est également dépendant de 1’inhibition de I’apoptose, permettant a des cellules

cancéreuses de migrer et de se multiplier a travers 1’organisme [211, 212].

I-v-1-b- Caractéristiques et mécanismes

L’apoptose se manifeste sur des cellules isolées, caractérisees par un certain nombre de
modifications morphologiques et biochimiques. Parmi les criteres morphologiques, on
observe une diminution du volume cellulaire, une relocalisation des organites cytoplasmiques,
une condensation de la chromatine puis la fragmentation du noyau et du cytoplasme. La
cellule forme des structures qualifiées de « bulles » en surface avant de se scinder en corps
apoptotiques délimités par une membrane intacte contenant des organites, des fragments
nucléaires et un cytoplasme condensé. La conservation de I’intégrit¢é membranaire permet
d’éviter la libération du contenu cellulaire qui provoquerait une réponse inflammatoire
comme dans le cas de la nécrose. Parmi les critéres biochimiques, on observe une chute du
potentiel mitochondrial transmembranaire, une externalisation des résidus phosphatidylsérine
(PS) de la membrane plasmique, une activation de la famille de protéases a cystéine ou
caspases et une fragmentation de I'ADN en fragments de haut poids moléculaires ou en
oligonucléosomes. Ces modifications morphologiques et biochimiques permettent, par
I’exposition de marqueurs de surface comme la PS, la reconnaissance et la phagocytose des
corps apoptotiques par les macrophages environnants dans lesquels ils subissent une

dégradation rapide [213].

Il existe plusieurs voies de signalisation aboutissant a la mort cellulaire par apoptose. La
premiere, appelée voie intrinseque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale
dans les mécanismes de l'apoptose, et est gouvernée par des protéines appartenant a la
superfamille de Bcl-2. Une autre voie est initiée a la surface de la cellule par des récepteurs
membranaires de la superfamille des récepteurs au TNF, c'est la voie extrinseque ou voie des
récepteurs de mort. Ces deux voies de signalisation aboutissent toutes deux a l'activation des
caspases, famille de protéases ayant un role clé dans I'apoptose, responsables des phénomenes
morphologiques et biochimiques observés [212]. En plus de ces deux voies historiqguement
décrites, d'autres voies de signalisation ont été decouvertes plus récemment: la voie
indépendante des caspases met en jeu une protéine mitochondriale appelée AIF (Apoptosis
Inducing Factor) [214], et le réticulum endoplasmique apparait comme un compartiment

cellulaire capable de déclencher de I'apoptose [215].
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[-v-2- Implication du complément dans la phagocytose des cellules
apoptotiques

La régulation du nombre de cellules par apoptose joue un important réle dans
I’homéostasie tissulaire et un défaut dans 1’¢élimination des cellules apoptotiques conduit a
leur accumulation, responsable de I’apparition de maladies auto-immunes. Le lien quasi
systématique entre maladies auto-immunes, en particulier le lupus érythémateux disséminé, et
déficience en Clq a conduit a mettre en évidence un role central de Clq dans I’¢limination
des cellules apoptotiques. Il a ainsi été montré que C1q, via ses tétes globulaires, se fixe aux
cellules apoptotiques uniquement au niveau de «bulles » de surface [181, 216, 217]. Il
apparait que Clq favorise 1’élimination des cellules apoptotiques par deux mécanismes
différents. En premier lieu, Clg se fixe aux cellules apoptotiques et est reconnu par le
récepteur C1gR/calreticuline+CD91 des phagocytes [181]. Les ligands de C1q en surface des
cellules apoptotiques sont encore mal connus, mais il a été montré par 1’équipe de Philippe
Frachet a I'IBS que Clq reconnait la PS [159]. L’interaction de Clq avec
ClgR/calreticuline+CD91 permet d’induire directement la phagocytose des cellules
apoptotiques par les macrophages et cellules dendritiques [181]. L’autre mode d’élimination
des cellules apoptotiques par C1lq implique I’activation du complément [216, 218, 219]. Il a
en effet été montré que la reconnaissance par C1q des cellules apoptotiques pouvait activer la
voie classique du complément, permettant le dépbt de C4 et C3, cette opsonisation conduisant
a I’¢élimination des cellules apoptotiques par des cellules phagocytaires [220]. Les IgM
interviennent dans 1’élimination par phagocytose de cellules en apoptose tardive dans le
péritoine. La liaison de Clq aux IgM activerait le complément, permettant 1’opsonisation par
C3 et donc la phagocytose des cellules en apoptose tardive [221, 222]. Cependant, comparée a
la phagocytose médiée directement par C1q, 1’opsonisation des cellules apoptotiques par C3

conduit probablement a une élimination plus efficace [223].

Il convient de souligner ici qu’il est capital que la phagocytose des cellules apoptotiques
ait lieu dans un contexte anti-inflammatoire afin de maintenir la tolérance du systeme
immunitaire. Une réponse inflammatoire serait a ’origine du développement d’une auto-
immunité. Dans cette optique, 1’activation du complément semble a priori contre-productive.
Il faut néanmoins remarquer que 1’activation du complément lors de la reconnaissance des
cellules apoptotiques par C1qg conduit a leur opsonisation par iC3b [224], un produit de
dégradation de C3b protéolytiquement inactif qui est toujours reconnu par les récepteurs

phagocytiques mais ne peut fixer le facteur B. Ce défaut de fixation du facteur B signifie que
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iIC3b ne peut activer la voie alterne. Il a effectivement été montré que la voie alterne du
complément n’est pas impliquée dans 1’opsonisation des cellules apoptotiques, la conversion
de C3b en iC3b étant probablement trop rapide pour permettre son activation [219]. La
conversion rapide de C3b en iC3b peut étre due au recrutement a la surface de la cellule
apoptotique de facteur | (par CD46 par exemple). De plus, la phagocytose de cellules
apoptotiques opsonisées par iC3b oriente les macrophages vers une réponse anti-
inflammatoire [225].

Il faut également remarquer que lors de la reconnaissance des cellules apoptotiques, C1q
n’active pas forcément le complément. Le modéle pour 1’activation des protéases associées a
Clq veut que lors de la reconnaissance multivalente de Clq, des changements d’orientation
des queues collagenes soient responsables de 1’activation des protéases. Il est ainsi
envisageable que, en fonction des ligands reconnus et de la maniére dont ils sont reconnus,
Clq active ou n’active pas le complément. Il est donc possible que des ligands de Clq en
surface des cellules apoptotiques, signaux caractéristiques de cellules du soi ne nécessitant
pas la mise en place d’une réponse inflammatoire, soient reconnus comme tels par Clq afin
de ne pas déclencher une réponse inflammatoire inappropriée. Ces hypotheses doivent

néanmoins étre confirmées expérimentalement.

En conclusion, il apparait que Clq, au-dela de ses fonctions dans la reconnaissance,
I’opsonisation et I’élimination de pathogenes qui participent a un processus inflammatoire et
au développement d’une réaction immunitaire, est egalement capable de reconnaitre des
cellules du soi altéré et de participer a la mise en place d’une réponse anti-inflammatoire et

tolérogéne.
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I-vi- Surface du pneumocoque

Comme détaillé précédemment, la reconnaissance du pneumocoque par le systeme
immunitaire dépend d’interactions établies entre des protéines de I’hote, solubles ou en
surface des cellules immunitaires, et des éléments présents en surface de la bactérie.
Parallelement, les mécanismes de virulence du pneumocoque reposent également sur des
composants de la surface bactérienne. L’étude des structures présentes en surface du

pneumocoque est donc essentielle pour la compréhension de ses interactions avec 1’hote.

I-vi-1- Structure générale de la surface

En 1884, Christian Gram montre, grace a une technique de coloration qui porte son nom,
que les bactéries se divisent en deux grands groupes: les bactéries dites Gram-positif qui
gardent le colorant car imperméables au décolorant et apparaissent de couleur violette, et les
bactéries dites Gram-négatif qui sont perméables au décolorant et donnent une coloration
rose. Ce n’est que grace au développement de la microscopie électronique dans les années 50
et la description des morphologies bactériennes que les différences observées lors des
colorations Gram se trouvent expliquées (Figure 1-14). Toutes les bactéries présentent en
premier lieu une structure commune qui sépare le cytoplasme du milieu extérieur : la
membrane plasmique, constitué d’une bicouche phospholipidique (35%) et de protéines
(65%). La membrane plasmique des bactéries se distingue de celle des cellules eucaryotes par
I'absence de stérols, qui lui confére une fluidité plus importante. Les bactéries Gram-positif,
dont S. pneumoniae fait partie, possedent une paroi bactérienne qui se compose d’une couche
de peptidoglycane d’une épaisseur approximative de 20 a 80 nm dans laquelle peuvent étres
enchassées des acides téichoiques (polymeres contenant du ribitol, du glycérol phosphate et
des sucres) et des acides lipotéichoiques ancrés dans la membrane par leur partie lipidique. La
paroi détermine la forme de la bactérie et lui permet de résister a la pression osmotique. Cette
paroi, selon la bactérie considérée, peut étre elle-méme surmontée d’une capsule
polysaccharidique d’épaisseur variable (présente chez toutes les souches virulentes de
pneumocoques). Chez les bactéries Gram-négatif, la couche de peptidoglycane, plus fine (10-
20 nm), est recouverte par une membrane externe dans laquelle sont présentes des protéines et
des lipopolysaccharides, qualifiés d’endotoxines pour leurs propriétés inflammatoires chez
leurs hotes. Chez le pneumocoque, la paroi a une épaisseur de 20 nm et se composed’un
maillage de peptidoglycane représentant une plateforme d’ancrage pour de nombreuses
protéines de surface et pour les acides teichoiques et lipotéichoiques. 1l est a noter qu’en plus

des bactéries Gram-positif et Gram-positif, un troisieme groupe peut étre défini : les bacilles

64



acido-acoolo-résistants (BAAR) qui sont le plus souvent non observables en coloration de
Gram (mais apparaissent parfois Gram-positif). Les BAAR sont les membres de la famille des
mycobactéries, dont la propriété de résistance a la coloration est liée a la structure méme de
leur paroi cellulaire qui forme une véritable enveloppe cireuse et protectrice, du fait de sa
richesse exceptionnelle en acides gras et lipides (23 % pour 1-2 % chez les autres bactéries).
Cette paroi est composée de peptidoglycane relié de fagon covalente a un hétéroside :
I'arabinogalactane, lui-méme estérifié par des acides mycoliques, acides gras particuliers a
tres longue chaine qui forment alors des cires. On trouve également une couche externe

similaire a une capsule et composée de lipides, de polyosides et de proteines (Figure 1-14).
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Figure 1-14 : Représentation schématiqgue de la surface des bactéries Gram-positif,
Gram-négatif et des BAAR

I-vi-1-a- Capsule

Dés 1881, Pasteur note la présence d'une fine couche d'un composant de nature non
identifiée localisée a la surface du pneumocoque, qui sera plus tard défini comme la capsule
polysaccharidique [226]. Dochez et Avery parviennent a isoler ce matériel biologique qu'ils
supposent protéique, comme tous les composés présentant un pouvoir antigénique identifiés
jusqu'alors [227]. Finalement, en 1925 Avery démontre que la capsule est en réalité constituee
de polysaccharides dont I’épaisseur varie entre 200 et 400 nm selon les souches [228, 229].
Bien que les mécanismes de liaisons de la capsule au peptidoglycane ne soient pas encore
totalement élucidés, il apparait que ces deux composants soient liés de maniére covalente I'un
a l'autre [230]. La capsule est un polymére composé par la répétition d’unités mono- ou oligo-
saccharidiques plus ou moins complexes (polymeres branchés, chaines latérales

additionnelles). Dix-huit saccharides différents et groupements associés sont retrouvés dans
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les différents types de capsule. Les serotypes capsulaires identifiés différent dans leur
composition en polysaccharides et au niveau des liaisons qui les unissent [231]. Le systeme
de nomenclature des serotypes actuellement utilisé tient compte de la composition en
polysaccharides et donc des caractéristiques antigéniques et structurales capsulaires. Les 94
sérotypes sont ainsi classés en 46 sérogroupes (1 a 46 avec seuls les serogroupes 26 et 30 non
représentés) associés a une lettre A, B ou C qui est fonction de la spécificité antigénique.
Enfin dans un méme sérogroupe les lettres F (First désignant le premier sérotype d'un
sérogroupe), L (Lederle), N (Neufeld) et V (Valdemar) peuvent désigner le sérotype considérée
[232]. Malgré la diversité capsulaire, tous les génes impliquées dans la synthése sont organisés
de facon similaire dans un locus génétique cps. Les quatre premiers genes du locus cps (CpsA-
D) sont communs a tous les sérotypes, a I’exception des sérotypes 3 et 37. Les protéines
codeées par ces génes ont toutes été definies comme des protéines de régulation de la synthése
capsulaire [233]. La région centrale du locus cps comprend des génes qui codent pour des
glycosyltransférases qui assemblent les unités oligosaccharidiques sur le lipide accepteur.
Cette région centrale contient egalement le gene codant pour une flippase (Wzx) qui transfere
les unités oligosaccharidiques vers la face externe de la membrane plasmique ainsi que le
géne codant pour la polymérase (Wzy) qui lie les unités polysaccharidiques les unes aux
autres (Figure 1-15). Enfin, les génes codant pour les enzymes indispensables a la synthése et
I’activation des précurseurs oligosaccharidiques sont localisés a la fin du locus cps. La
biosynthése de la capsule semble régulée par trois protéines: CpsB, CpsC et CpsD. CpsB est
une phosphotyrosine phosphatase (dépendante du manganese). CpsC est une protéine
membranaire qui interagit avec la polymérase des polysaccharides capsulaires (Wzy). Enfin,
CpsD est une tyrosine kinase dont la fonction d’autophosphorylation est activée via
I’interaction avec CpsC. Morona et ses collaborateurs suggérent que la phosphorylation de
CpsD régulerait négativement la production de capsule [233-235]. Au contraire, selon les
travaux de Bender et de ses collegues la phosphorylation de CpsD meénerait a une
augmentation de la biosynthese de la capsule [236]. Bien que ces résultats soient
contradictoires il n’en demeure pas moins que la phosphorylation de CpsD est un élément

central de la régulation de I’expression de la capsule.
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Figure 1-15 : Biosynthése de la capsule du pneumocoque [312]

La biosynthese de la capsule est régulée par le locus cps qui code : les glycosyltransférases qui
assemblent les répétitions oligosaccharidiques sur le lipide accepteur du c6té cytoplasmique de la
membrane ; la flippase Wzx qui transporte les unités oligosaccharidiques du c6té externe de la
membrane ; la polymérase Wzy qui assemble le polysaccharide capsulaire. Le locus cps code
également les enzymes responsables de la synthése des précurseurs saccharidiques activés ainsi
que des genes impliqués dans la régulation.

I-vi-1-b- Peptidoglycane

Le peptidoglycane est formé par des chaines glycanes, composées par ’alternance de
résidus N-acetyl-glucosamine (NAG) et N-acetyl-muramique (NAM) reliées entre elles par
des liaisons osidiques f1-4. Ces polyméres saccharidiques sont réticulés, au niveau des
groupements D-lactyl du résidu NAM, par des pentapeptides dont la séquence contient des
acides-amines de série L et D (L-Ala-D-y-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala) (Figure 1-16). Le lipide 11
est le précurseur du peptidoglycane et se compose d’une chaine aliphatique undecaprenol
couplée, via un pyrophosphate, au NAM-pentapeptide, lui-méme associé a un groupement
NAG. Le lipide Il est produit dans le cytoplasme puis est exporté du cété extracellulaire par la
flippase FtsW [237], ou il est alors pris en charge par des glycosyltransférases membranaires
qui catalysent 1’élongation de la chaine glycane. Des transpeptidases interviennent également

pour former des liaisons peptidiques entre le résidu L-Lys d’une premiére chaine et le premier
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résidu D-Ala d’une autre chaine (Figure 1-17). Ces réactions conduisent a la réticulation
tridimensionnelle du peptidoglycane, lui conférant ainsi des propriétés de résistance et
d’¢lasticité qui permettent a la bactéric de résister aux fortes variations de pressions

osmotiques internes et externes auxquelles elle est soumise.

Les protéines qui catalysent les réactions de glycosyltransfert et de transpeptidation
permettant d’obtenir le maillage tridimensionnel du peptidoglycane sont appelées PBP (pour
Penicillin Binding Proteins). Ces enzymes ont en effet été identifiées comme cibles de la
pénicilline, antibiotique de la classe des P-lactamines, avant méme que leur fonction
physiologique dans la synthese du peptidoglycane ne soit compris [238-240]. L’intégrité du
peptidoglycane est un élément essentiel a la survie de la bactérie : I’inhibition de sa synthése
est donc létale, expliquant le succes des antibiotiques de la famille des B-lactamines. Ces
molécules se lient de facon covalente a la sérine active du site catalytique des domaines
transpeptidases des PBP et inhibent la réaction de transpeptidation. Découvert plus
récemment, la vancomycine, antibiotique de la classe des glycopeptides, inhibe les activités
glycosyltransférases et transpeptidases mais en se liant a la Lysine du pentapeptide du lipide
IL, bloquant la reconnaissance de 1’enzyme pour son substrat. Afin de maintenir I’intégrité des
cellules filles lors de la division bactérienne, la synthése du peptidoglycane doit étre

coordonnée aux processus d’invagination de la membrane et de ségrégation de I’ADN [241].
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Figure 1-16 : Représentation schématique de ’unité de base du peptidoglycane
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Figure 1-17 : Biosynthése du peptidoglycane du pneumocogque

Les monomeres NAG-NAM-pentapeptide formant le peptidoglycane sont synthétisés dans le
cytoplasme puis attachés a une chaine aliphatique undecaprenol pour former le précurseur lipide
Il. Le lipide Il est exporté du coté extracellulaire par la flippase FtsW et pris en charge par les
PBP dont les activités glycosyltransférases et transpeptidases assurent respectivement
I’élongation et la réticulation des chaines de peptidoglycane.

I-vi-1-c- Acides teoichoiques et lipoteichoiques

Dées 1930, les acides teichoiques (TA) et lipotéichoiques (LTA) étaient qualifiés
respectivement de polysaccharide C et lipocarbohydrate (ou antigéne F) et leur similarité
structurale décrite [242, 243]. Leur découverte par Tillett a cette époque est liée a celle de la
CRP, qui a d’abord été caractérisée pour sa capacité a lier les acides téichoiques [244]. Chez
le pneumocoque, les TA et LTA sont formés de chaines composées d’¢léments de répétitions
identiques dont le motif est : D-Glucose, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxy-D-Galactose,
N-Acetyl-D-Galactosamine (2x), ribitol-5- phosphate. Ces séquences sont liées les unes aux
autres par un pont phosphodiester entre I'oxygene en position 5 du ribitol et I'oxygéne en
position 6 du résidu glucosyl de la répétition adjacente. Ce modéle a été remis en question
récemment, et un nouveau modele est proposé dont le motif répété contient les mémes
composants que le précédent mais organisés differemment : N-Acetyl-D-Galactosamine (2x),
ribitol-5-phosphate, D-Glucose, 2-acetamido-4-amino-2,4,6-trideoxy-D-Galactose (Figure I-
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18) [245]. Ce nouveau modele semble plus en accord avec les masses moléculaires observees
en spectrométrie de masse des TA et LTA du pneumocoque. Les TA sont liés a 15 - 30% des
NAM du peptidoglycane via des liaisons phosphodiester alors que les LTA sont liés a la
membrane plasmique par un ancrage lipidique [246]. Une particularité des TA et LTA du
pneumocoque, mais également retrouvée chez S. oralis ou encore H. influenzae, est la
présence de résidus phosphorylcholines liés par une liaison phosphodiester a I'oxygene en
position 6 du résidu N-Acetyl-D-galactosaminyl [247, 248]. Par ailleurs, le nombre de résidus
phosphocholines par répétition est dépendant des souches considérées. A titre d’exemple chez
la souche R6, la majorité des répétitions porte deux résidus phosphocholines alors que chez la

souche Rx1, seul un résidu phosphocholine est présent par répétition [249].
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Figure 1-18 : Modéles de la structure des TA / LTA du pneumocogue

a) Modele communément accepté, b) nouveau modele proposé en 2008 [245].
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I-vi-2- Protéines associéees a la surface du pneumocoque

De nombreuses protéines sont localisées en surface du pneumocoque, qu’elles soient
sécrétées, ancrées a la membrane ou liées a la paroi. Les protéines de surface peuvent étre
classées en plusieurs grands groupes. On retrouve évidement chez le pneumocoque des
protéines transmembranaires dotées d’un peptide signal permettant leur synthese a travers la
membrane et ancrées dans la membrane par un ou plusieurs segments hydrophobes, ainsi que
des protéines sécrétées grace a un peptide signal. Les autres groupes réunissent des protéines
qui présentent un peptide signal permettant leur export a travers la membrane plasmique et un
motif d'ancrage spécifique dont la séquence est tres conservée: les protéines LPXTG, les

Choline-binding proteins (CBP) et les lipoprotéines.
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Figure 1-19 : Protéines associées a la surface du pneumocoque

Phosphorylcholine

Différentes classes de protéines sont associées a la surface du pneumocoque. Les lipoprotéines
sont ancrées & la membrane grdce & un pont thioester formé avec un diacylglycérol. Les
protéines a Motifs LPxTG sont liées de maniére covalente au peptidoglycane par un pont
peptidique. Les CBP se fixent de maniére non covalente aux résidus phosphocholine portés par
les acides téichoiques et lipotéichoiques. Les mécanismes d’association a la surface des
protéines « moonlighting » n’ont jusqu’a mainenant pas été décrits.

Plusieurs génomes de souches de pneumocoques ont été totalement séquencés et sont
actuellement disponibles : R6, D39, TIGR4, Hungary 19A-6, JJA, 70585, P1031 et Taiwan
19F-14. De par la conservation des motifs de liaison a la paroi des protéines LPXTG, CBP et
lipoprotéines, et grace a I’utilisation d’outils bioinformatiques pour définir les peptides
signaux, il est possible d’identifier I’ensemble des protéines présentes en surface de chacune

de ces souches de pneumocoque. Par exemple, le séquengage de la souche de référence R6 en
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2001 indiquait que 471 protéines sont potentiellement localisées en surface de la bactérie (tout
mode de fixation a la paroi confondu) car présentant dans leur séquence un signal peptide
[250]. Il est important de noter que ce nombre ne tient pas compte des protéines
membranaires, ni d’un autre groupe de protéines exportées en surface qui ne présentent pas de
peptide signal, ni aucun motif spécifique d'ancrage et qui sont en outre connues pour une
fonction enzymatique dans le métabolisme bactérien. Les spécificités de ces protéines dites «
moonlighting » seront décrites plus loin dans ce manuscrit. Il apparait ainsi que le profil
d’expression de protéines en surface de cette bactérie Gram-positif est extrémement riche
(Figure 1-19). Les protéines de surface du pneumocoque sont pour la plupart non essentielles
en culture in vitro et présentent diverses fonctions métaboliques, dans le transport de métaux
par exemple, mais qui sont peu étudiés. Les protéines de surface les plus étudiées le sont du
fait de leur implication dans les interactions avec 1’hote, propriétés les qualifiant de facteurs

de virulence.

I-vi-2-a- Ancrage au peptidoglycane

En 1972, Sjoquist montre que la protéine A de S. aureus est liée de maniére covalente a la
paroi bactérienne [251] et en 1988, Pancholi et Fischetti font le méme constat pour la protéine
M de S. pyogenes et font une description partielle du mécanisme d’ancrage. Le motif LPXTG
(L pour Leucine ; P pour Proline ; x pour acide aminé indifférent ; T pour Thréonine ; G pour
Glycine) présent a I’extrémité C-terminale de la protéine est 1’élément clé d’ancrage de la
protéine au peptidoglycane et cette liaison par transpeptidation est catalysée par une enzyme
membranaire appelée sortase [252, 253]. Les protéines LPxTG, ou plus précisément leurs
précurseurs, présentent toutes la méme organisation, & savoir un peptide signal a leur
extrémité N-terminale qui leur permet d’étre exportées a la membrane via la machinerie Sec
et un CWSS (pour « Cell Wall Sorting Signal ») a leur extrémité C-terminale qui se compose
du pentapeptide LPxTG, suivi d’une région hydrophobe qui sert d’ancrage membranaire et
d’une queue cytoplasmique chargée positivement [254]. Schneewind et ses collaborateurs on
décrit le systéme d’ancrage des protéines LPxTG chez S. aureus. Leurs travaux révelent que
le motif LPXTG de la protéine A est clivé entre la thréonine et la glycine et que le
groupement carboxylique de la thréonine est lié de maniére covalente a une amine de la
chaine latérale du pentapeptide du précurseur du peptidoglycane, le lipide Il [255, 256]. Le
géne responsable de la fixation des protéines LPxTG au peptidoglycane est identifié comme
étant srtA codant pour la sortase A, une protéine membranaire qui présente des orthologues

chez toutes les bactéries Gram-positif [257-259]. Le processus de liaison covalente des
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protéines LPXTG au peptidoglycane met en jeu plusieurs états intermédiaires. La premiere
espéce P1 correspond au précurseur de la protéine présentant son peptide signal en N-
terminal. Le clivage de ce peptide et 1’export via la machinerie Sec méne a 1’espece P2,
localisée dans la membrane, qui est prise en charge par la sortase. La reconnaissance du motif
LPXTG et le clivage de la liaison peptidique entre les résidus T et G conduit a la formation de
I’intermédiaire acyl-enzyme. Celui-ci subit une attaque nucléophile par une amine de la
chaine latérale du lipide Il. Ce complexe covalent protéine-lipide II correspond a I’espéce P3
qui est pris en charge par les enzymes de synthése du peptidoglycane, les PBP, pour étre
incorporé au réseau de peptidoglycane [260-262]. Ce modele se base essentiellement sur
I'étude de la sortase A de S. aureus mais reste néanmoins tout a fait acceptable pour les autres
bactéries Gram-positif.

D’autres sortases ont également été découvertes, dont certaines ont une activité
legérement différente de la sortase A. Ainsi chez S. pneumoniae dans la souche TIGR4, 3
sortases SrtC-1, SrtC-2 et SrtC-3 sont codées dans un ilot de pathogénicité permettant la
synthese du pilus assemblé de maniére covalente. Pour la polymérisation des pilines formant
le pilus, I’amine permettant I’attaque nucléophile de 1’acyl-enzyme est fournie par la piline
suivante dans le polymeére et non par le lipide Il [263]. Des travaux menés au laboratoire par
Lamya El Mortaji ont également montré que chacune de ces sortase reconnait de maniére
préférentielle le motif LPxTG de 1'une des piline (3 pilines différentes sont codés dans 1’ilot
de pathogénicité), et que chaque sortase catalyse la formation de pont entre différentes pilines.
L’architecture du pilus est ainsi dépendante de 1’action combinée des différentes sortases

[264-267].

I-vi-2-b- Liaison aux acides téichoiques et lipotéichoiques

Une caractéristique unique du pneumocoque est son besoin nutritionnel en choline [247],
qui est absorbée depuis le milieu de culture [268] et incorporée dans les unités répétées des
TA et LTA [269]. Bien que le remplacement de la choline par de 1’éthanolamine dans le
milieu de culture satisfasse les besoins nutritionnels du pneumocoqgue, on observe diverses
altérations fonctionnelles et morphologiques dans ces conditions. Il a ainsi été montré que les
résidus phosphocholine des TA et LTA du pneumocoque sont essentiels pour I’activité
d’hydrolases [270] et sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques [270,
271]. Ceci est d0 au fait que les résidus phosphocholine servent d’ancrage a des protéines

associées a la surface du pneumocoque : les protéines liant la choline (CBP pour choline
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binding proteins) [272]. Les membres de la famille des CBP partagent une organisation
modulaire consistant en un module biologiquement actif et un module liant la choline ou CBD
(Choline-binding domain), qui permet 1’ancrage a la paroi par une association non covalente
aux résidus choline des acides téichoiques et lipotéichoiques. Le CBD, placé a I’extrémité C-
terminale ou N-terminale, est formé par la répétition de motifs homologues d’une vingtaine
d’acides aminés dont la séquence consensus est GWVKDNGTWYYLNSSGAMAT [273-
275]. Afin de s’associer a la paroi, la plupart des CBP sont exportées du coté extracellulaire
via la machinerie Sec. Par analyse des génomes des souches R6 et TIGR4, il a été identifié
respectivement 10 et 15 genes codants pour des CBP [75, 250, 276]. Les CBP sont parmi les
protéines de surface les mieux caractérisées du pneumocoque, au niveau structural et

fonctionnel, et également pour leurs propriétés antigéniques.

I-vi-2-c- Ancrage lipidique

Les lipoprotéines bactériennes sont modifiées a leur extrémité N-terminale par 1’addition
d’un groupe N-acyl-diacylglycérol qui les ancre a la membrane. Leur voie de biosynthése est
ubiquitaire chez les bactéries, ce qui reflete le role essentiel de ces lipoprotéines chez les
bactéries. Toutes les protéines appartenant a la classe des lipoprotéines présentent a leur
extrémité N-terminale un peptide signal pour 1’export par le systéme Sec, suivi d’un motif
consensus appelé Lipobox. Cette Lipobox est composée de 4 acides aminés : Lxix,C, et
constitue un site d'attachement covalent aux tétes polaires des phospholipides membranaires
[277]. La Lipobox est reconnue par la peptidase de type Il qui clive a la fois le peptide signal
et le motif d'ancrage, entre le résidu x; et la cystéine, générant ainsi la lipoprotéine mature. La
liaison covalente se forme alors entre ce résidu cystéine et la fonction hydroxyl des
diacylglycérol (lipides membranaires) [278]. La peptidase de type Il ou Lsp (pour Lipoprotein
signal peptidase) n'a été identifiée que tres récemment chez S. pneumoniae par analogie de
séquence avec celle de E. coli, dans une étude qui a montré que Lsp est essentielle a la
fonction d'un certain nombre de lipoprotéines du pneumocoque [279]. Grace aux projets de
séquencage de genomes, des analyses bioinformatiques recherchant la présence de la Lipobox
ont permis de prédire ’existence de jusqu'a 46 lipoprotéines chez le pneumocoque [75, 250,
280]. Dans le génome de la souche TIGR4, parmi les 46 lipoprotéines prédites 26 sont des
transporteurs de type ABC (pour ATP-binding cassette). La superfamille des transporteurs
ABC a été identifiée dans les années 80 chez les eucaryotes, les procaryotes et les
archaebactéries et intervient dans l'import et I'export de substrats variés [281, 282]. Ces

transporteurs se composent de plusieurs protéines qui s'organisent selon une topologie
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conservée : deux domaines transmembranaires (TMD pour TransMembrane Domain)
générant un canal dans la membrane plasmique et deux domaines cytoplasmiques (NBD pour
Nucleotide Binding Domain) qui sont impliqués dans I'hydrolyse de I'ATP, source d'énergie
du transport [283]. Chez les bactéries, dans le cas des systéemes d'import, une troisieme
protéine extracellulaire est indispensable, le SBR (pour Substrate Binding Receptor). Celle-ci
a pour réle de fixer le substrat (ex: vitamines, ions...) présent dans I'environnement bactérien
afin de le présenter au TMD du systeme ABC. Dans la souche TIGR4, 6 lipoprotéines sont
ont été annotées comme des SBR [284]. Ces systémes d’import sont essentiels pour la survie
du pneumocoque car certaines de ses voies de biosynthese sont incomplétes, il doit donc
récupérer des nutriments de 1’hdte, processus que les couples SBR/transporteurs ABC
facilitent. Enfin 6 lipoprotéines sont impliquées dans des processus de repliement ou

d’activation de protéines de surface du pneumocoque [280].
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I-vii- Facteurs de virulence du pneumocoque

La pathogénicité est associée a des facteurs dits de virulence qui sont définis comme les
composants du microorganisme qui endommagent I’h6te mais incluent aussi les composants
essentiels a la viabilité du pathogéne au sein de 1’hote infecté [285]. Ainsi, selon la niche
colonisée, les facteurs de virulence peuvent présenter plusieurs types d’activités : la
pénétration des épithélia, 1’attachement a la surface des cellules ou a la matrice
extracellulaire, 1’invasion de compartiments intracellulaires, 1’évasion du systéme
immunitaire de I’hote. Les mécanismes permettant a la bactérie d’adapter son métabolisme
aux conditions rencontrées dans 1’hote, ou d’y assurer 1’assimilation de nutriments rares
suivant les conditions locales, peuvent également étre considérés comme des facteurs de
virulence. Cette partie du manuscrit se concentrera néanmoins sur les facteurs impliqués dans
I’adhérence, I’invasion et 1’échappement au systéme immunitaire. De nombreux facteurs de
virulence du pneumocoque sont impliqués dans le processus de colonisation. L’adhésion a
1’épithélium respiratoire est en effet essentielle pour 1’établissement du pneumocoque dans le
nasopharynx (décrit en I-ii-4). Il en va de méme pour les mécanismes d’échappement au
systtme immunitaire. Bien que le portage du pneumocoque soit asymptomatique, 1’hote n’en
monte pas moins une réponse immunitaire similaire a celle mise en jeu pour une infection,
mais d’envergure moins importante. La nature des facteurs de virulence des bactéries est
variée. Il peut s’agir de protéines, de polysaccharides, de lipides ou de petites molécules qui

vont étre essentielles dans les interactions avec [’hote.

I-vii-1- Capsule polysaccharidique

Comme décrit précédemment, 94 types de capsule structurellement et sérologiquement
distincts ont été identifiés a ce jour. La plupart des sérotypes présentent des polysaccharides
capsulaires chargés négativement au pH physiologique, qui forment une couche plus ou
moins épaisse isolant la bactérie du milieu environnant [286]. Etant la couche la plus externe
de la bactérie, la capsule représente la premiére barriere et joue donc un réle important dans
I’évasion du pneumocoque face aux mécanismes de défense de I’organisme. L’épaisseur et la
charge de la capsule peut ainsi directement interférer dans les interactions avec les
phagocytes, et donc empécher la phagocytose [286]. L’activation du complément étant
particulierement mobilisée par le systeme immunitaire inné pour lutter contre la prolifération
du pneumocoque, une fonction essentielle de la capsule est d’empécher 1’opsonisation de la
bactérie par le fragment C3b, réduisant ainsi considérablement la phagocytose bactérienne par

les neutrophiles [287-290]. Il était proposé que la capsule inhibe la phagocytose médiée par
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C3b en bloquant physiquement les interactions entre C3b (supposé se fixer a des structures
plus profondes telles que les TA et LTA et les protéines de surface) et les récepteurs en
surface des phagocytes [291, 292]. Néanmoins des travaux plus récents suggérent que la
capsule peut aussi réduire la quantité totale de protéines du complément déposées sur la
surface bactérienne [293]. Au final, il semble que ce soit la structure biochimique de la
capsule, plus que son épaisseur, qui détermine le degré de protection qu’elle apporte face au
complément [288, 294, 295]. Il a également été montré que le sérotype capsulaire influe sur le
ratio C3b/iC3b dépose, ce qui montre que la capsule a également une influence sur le
processus de dégradation de C3 [294]. Il apparait de plus que les sérotypes communément
invasifs déclenchent une réponse immunitaire réduite par rapport a des sérotypes plus
rarement retrouves durant les infections [296]. La présence de la capsule (ainsi que les
charges apportées par les acides téichoiques et lipotéichoiques) est également responsable de

la résistance du pneumocoque au NET, par un mécanisme encore mal compris [297].

L’expression de la capsule est ainsi une condition Ssine qua non de la virulence, les
souches de pneumocoques non capsulées étant completement avirulentes. Néanmoins, et
malgré le role prépondérant de la capsule dans la virulence du pneumocoque, il apparait
clairement que des facteurs non capsulaires sont également importants pour la virulence.
Ainsi des analyses d’épidémiologie moléculaire ont montré que, indépendamment de leurs
sérotypes capsulaires, des propriétés associeées a des types clonaux particuliers influence le

potentiel du pneumocoque a causer des infections [298, 299].

[-vii-2- Pneumolysine

La pneumolysine est une protéine de 52 kDa retrouvée chez tous les isolats cliniques de
pneumocoque, et est a ce jour le seul facteur de virulence protéique dont les activités ne sont
pas liées a la surface de la bactérie. Cette protéine appartient a la famille des cytolysines
dépendantes du cholestérol (CDC) car elle est capable de lyser toutes les cellules mammiféres

qui contiennent du cholestérol dans leur membrane.

Contrairement aux autres CDC la pneumolysine ne présente pas de peptide signal N-
terminal permettant sa prise en charge par le systtme Sec. Le modele traditionnel pour la
libération de la pneumolysine dans le milieu a longtemps supposé¢ qu’elle était due a la lyse
massive des pneumocoques provoquée par I’action des autolysines durant la phase
stationnaire. Ce modeéle est cependant remis en question par le fait que la pneumolysine est

libéré durant la phase de croissance dans certaines souches, soit bien antérieurement a la lyse
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en phase stationnaire [300]. Plus récemment il a été proposé que la pneumolysine puisse étre
relargué par la lyse des cellules non compétentes induite par le processus de transformation,
ce qui serait plus en accord avec une libération de la pneumolysine en phase de croissance
[70].

L'activité lytique de cette protéine se traduit par la formation de larges pores (260
angstroms de diamétre) dans la membrane de la cellule cible, générés par lI'oligomérisation de
plus de 44 monomeres de pneumolysine [301, 302]. Durant sa conversion du stade monomeére
soluble en oligomere membranaire, la pneumolysine subit des changements de conformation
importants qui provoquent le déploiement d’une hélice o hydrophobe qui permet I’insertion
dans la membrane [302]. Selon une étude menée sur des tissus neuronaux, la formation des
pores par la pneumolysine induit une augmentation intracellulaire de calcium dans la cellule
cible et le relargage d’un « Apoptosis-Inducing Factor » conduisant & la mort cellulaire [303,
304]. La pneumolysine peut également activer la voie classique du complément a distance du
pneumocoque, via sa liaison au fragment Fc des immunoglobulines, ce qui permettrait de
consommer des protéines du complément avant qu’elles ne puissent se fixer au pneumocoque
[305, 306]. Mais la pneumolysine est aussi capable de diminuer les réponses immunitaires et
inflammatoires de 1’hdte par ses effets cytotoxiques directs sur les cellules phagocytaires
[278]. Méme a faible concentration la pneumolysine est capable d’inhiber le burst oxydatif
des phagocytes, leur chimiotactisme et leur production de cytokines [307]. Des études ont
montré que des souches de pneumocoque mutantes n'exprimant pas la pneumolysine sont
moins virulentes que la souche de type sauvage, qu’elles soient inoculées chez la souris par
voie nasale ou systémique [308, 309]. Dans des modéles d’infection pulmonaire, les souches
mutantes induisent une inflammation moindre que celle générée par la souche parentale [310,
311]. De facon intéressante, une souche ou la pneumolysine est mutée pour ses activités
lytiques et d'activation du complément, apparait plus virulente qu'une souche dans laquelle
I’expression est abolie, suggérant que la pneumolysine présenterait une activité additionnelle,

non identifiée a ce jour [312].

I-vii-3- Protéines de surface impliqués dans la virulence

Avant la publication en 1997 du premier génome de pneumocoque séquenceé, le nombre
de facteurs de virulence putatifs identifiés était relativement restreint [313]. Grace aux travaux
de séquengage accomplis sur le pneumocoque qui ont permis 1’identification d’une large

gamme de génes a analyser, la priorité est maintenant passé de la recherche de génes
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impliqués dans la virulence a I’étude fonctionnelle de protéines. Comme détaillé
préecédemment, la surface du pneumocoque est décorée par de nombreuses protéines,
certaines sont des facteurs de virulence impliqués soit dans les processus d’invasion, soit dans
I’échappement au systéme immunitaire. Cette partie du manuscrit a pour objectif de faire un
tour d’horizon des protéines de surface impliquées dans la virulence du pneumocoque, afin
d’illustrer par quels mécanismes le pneumocoque envahit les tissus de son hote et résiste a

I’action du systéme immunitaire.

I-vii-3-a- Adhésion aux tissus hotes et invasion

Afin d’assurer 1’invasion des tissus de 1’hote, un ensemble de facteurs de virulence doit
étre exprimé de maniére coordonnée par le pneumocoque. En effet durant le processus
d’invasion le pneumocoque doit interagir avec les cellules épithéliales et endothéliales de
I’hoéte, puis traverser ces barriéres afin de permettre sa dissémination. Pour faciliter
I’adhésion, le pneumocoque exprime un ensemble de protéines, désignées sous le terme
générique d’adhésines, qui interagissent avec des glycoconjugués ou des protéines présentés
par différentes structures des tissus de 1’hote : matrice extracellulaire, glycocalyx, récepteurs

cellulaires.

Pour un certain nombre de protéines de surface du pneumocoque, une fonction d’adhésion
aux cellules de I’hote a été proposé (par analyse bioinformatique a partir des génomes) ou
mise en évidence (par des approches génétiques) sans que leurs ligands n’aient été a ce jour
identifiés. C’est le cas des protéines a motif LPXTG PclA, et des CBP PcpA et CbpD [314].

Liaison aux glycoconjugués

Des glycoconjugués sont les premiers composants exposés par les cellules de I’hote
rencontrés par le pneumocoque, I’adhésion a ces sucres est donc la premiére étape pour
I’interaction avec les cellules [315]. Plusieurs protéines présentes en surface du pneumocoque
sont ainsi capables de reconnaitre la N-acétylglucosamine (GIcNAc) et la N-
acétylgalactosamine (GalNAc), des sucres présents dans les polysaccharides du glycocalyx ou
de la matrice extracellulaire. Il a ainsi été montré que la protéine transmembranaire AmiD
ainsi que des lipoprotéines telles que AmiA ou MsrA sont impliqués dans la reconnaissance
de glycoconjugués GalNAcPl-4Gal. La lipoprotéine PIpA permet la reconnaissance de
glycoconjugués GalNAcp1-3Gal et la protéine atypique SpxB est impliquée dans la liaison du
pneumocoque aux glycoconjugués GalNAcBl-4Gal, GaINAcP1-3Gal, et au GIcNAc. Ces

sucres sont présents en surface des cellules épithéliales pulmonaires et des cellules
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endothéliales de I’hote. Des mutants de délétion de ces différents génes ont ainsi montré une

diminution importante de leur capacité a se fixer a ces différents carbohydrates [316-318].

Liaison aux recepteurs cellulaires

Bien que I’attachement aux surfaces de 1’hdte soit initié par des interactions avec des
glycoconjugués, 1’établissement d’une adhésion forte et avide implique la reconnaissance de
protéines de 1’hote. Le pneumocoque est ainsi capable d’établir des interactions avec
differents récepteurs en surface des cellules épithéliales et endothéliales. En premier lieu il a
été montré que les résidus phosphocholine (PCho) des acides téichoiques et lipotéichoiques
permettent au pneumocoque de se lier au récepteur du facteur d’activation plaquettaire
(PAFT), qui est surexprimé par les cellules endothéliales activées [319]. Ces travaux ont en
effet montré que la liaison du pneumocoque aux cellules endothéliales était inhibée par des
antagonistes du PAFr ou des extraits purifiés de paroi du pneumocoque, et par des anticorps
anti-PCho. Au dela de I’adhésion aux cellules de I’hote, cette interaction permet au
pneumocoque d’étre internalisé par endocytose [319] puis libéré a ’autre pole de la cellule
par exocytose, un processus appelé transcytose [320]. Ce mécanisme permet la traversée des
épithélia et endothélia par le pneumocoque. La pertinence de cette interaction a également été
démontrée chez le lapin ou un antagoniste du PAFr bloque la transition du pneumocoque
depuis les alvéoles pulmonaires vers le sang [319].

La protéine PspC, également appelée CbpA ou SpsA, est considérée comme I’une des
adhésine majeure du pneumocoque. PspC interagit avec le domaine extracellulaire du
récepteur d’ immunoglobulines polymériques (pIgR) qui est fortement exprimé par les cellules
de I’épithélium pulmonaire [321, 322]. Il a été montré in vitro que cette interaction permet la
translocation du pneumocoque au travers de cellules de I’épithélium nasopharyngé humain
par transcytose. Cette translocation est inhibée par des anticorps anti-PspC ou anti-pIgR et est
également impossible pour un mutant de délétion de PspC [323]. Il a également été montré
que la lipoprotéine PsaA est impliquée dans 1’adhésion du pneumocoque aux cellules
épithéliales [324]. PsaA semble reconnaitre la E-cadhérine exprimée par les cellules
épithéliales, comme cela a été montré par des interactions entre les formes recombinantes de

ces deux protéines [325].
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Liaison a la matrice extracellulaire

Il apparait qu’un large panel de protéines de surface exprimées par le pneumocoque
interagit avec des protéines de la matrice extracellulaire, cette capacité de liaison a la matrice
semble essentielle pour la colonisation et I’invasion. Parmi les protéines humaines reconnues,
certaines ne sont la cible que d’un ou quelques récepteurs de surface du pneumocoque, la
kératine est ainsi reconnue par la protéine a motif LPXTG PsrP [326], la laminine est la cible
de CbpE et de RrgA (adhésine du pilus) [276, 327]. Les collagenes, extrémement abondants
dans la matrice extracellulaire, sont quant a eux reconnus par un nombre plus important de
protéines, ils semblent donc représenter une cible importante pour le pneumocoque. Parmi les
protéines ayant montré des interactions avec les collagénes on trouve ChpL [276] et les
protéines & motif LPXTG RrgA, PrtA, ZmpB et NanA [276, 327]. En liant des protéines de la
matrice extracellulaire, le pneumocoque exploite également indirectement les intégrines
présentes en surface des cellules de 1’hote pour y adhérer. Les intégrines sont des protéines
ubiquitaires permettant d’ancrer les cellules a la matrice, les protéines de la matrice présentant
le tripeptide RGD qui permet la liaison aux intégrines peuvent ainsi servir d’intermédiaire
dans ’adhésion du pneumocoque. Il a été montré que la fibronectine peut lier 5 a 10
intégrines différentes [328, 329] et le pneumocoque utilise la fibronectine pour assurer une
adhésion efficace aux cellules épithéliales et endothéliales de 1’hote. Il a ainsi été mis en
évidence des interactions entre la fibronectine et de nombreuses protéines de surface du
pneumocoque : CbpE, CbpG, les protéines a motif LPXxTG RrgA, PfbA et PavB, les protéines
atypiques PavA et énolase [276, 330-335].

Adhésines et glycosidases

Le pneumocoque est ainsi capable de reconnaitre de nombreuses protéines afin d’adhérer
aux cellules de I’hdte, il est cependant concevable qu’il doive, pour atteindre la surface des
cellules, dégrader les glycoconjugués qui y sont associés. A cette fin le pneumocoque est
équipé d’un ensemble d’exoglycosidases associées a la surface qui lui permettent, grace a
leurs différentes activités, de dégrader séquentiellement les glycoconjugués qu’il rencontre.
Parmi les protéines capables de dégrader les glycoconjugés présentes en surface dont
I’activité a été démontré on trouve les neuraminidases NanA et NanB, la béta-galactosidase
BgaA, I’acétyl-glucosamindase StrH et la hyaluronidase Hyl, qui sont toutes des protéines a
motif LPxTG. Il a été montré que 1’action de ces enzymes permet au pneumocoque de
dégrader les glycoconjugués en surface des cellules de I’hdte et facilitent ainsi I’adhésion et

I’invasion en exposant les récepteurs de surface de ces cellules [336-338]. La présence
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d’autres glycosidases de surface est prédite a partir des génomes séquencés de pneumocoques,
par exemple la neuraminidase NanC, I’acétyl-galactosaminidase Eng et 1’endoexoaminidase
EndoD [339-341]. Néanmoins aucune preuve de I’implication de ces protéines dans les

processus d’adhésion et d’invasion n’a pour 1’instant été apportée.

Adhésines et protéases

Les glycoconjugués ne sont cependant pas les seules structures pouvant empécher I’accés
du pneumocoque a la surface des cellules. Ainsi, bien que le pneumocoque soit capable de lier
nombre de protéines de la matrice extracellulaire, cette méme matrice est en mesure de limiter
les interactions entre la bactérie et les cellules de 1’hote. On peut donc légitimement s’attendre
a ce que le pneumocoque exprime des protéases capables de degrader des constituants de la
matrice afin de faciliter 1’adhésion. Des protéases a sérines associées a la surface ont
effectivement ét¢ identifiées, il s’agit des protéines a motif LPxTG HtrA, PrtA, ZmpA, ZmpB
et ZmpC. Néanmoins aucune activité protéolytique contre des éléments de la matrice n’a été
mise en évidence pour ces protéines, leur réle reste donc pour I’instant peu clair. Il a
cependant été montré que ZmpC est capable de cliver et ainsi d’activer la métalloprotéase
matricielle MMP-9 [342], qui est capable de dégrader diverses protéines de la matrice
extracellulaire telles que des collagenes [343]. L’importance de cette activité de ZmpC est
soulignée par le fait que I’inactivation du géne zmpC diminue la virulence du pneumocoque

chez la souris [342].

Adhésines et plasminogéne

L’utilisation d’activités protéasiques de I’hdte par le pneumocoque ne se limite cependant
pas a MMP-9. Plus particulierement ces derniéres années le recrutement du plasminogene
(Plg) a la surface des bactéries a émergé comme un mécanisme central dans les interactions
hote / pathogéne. Démontrée pour la premiére fois en 1987 chez S. pyogenes [344], cette
capacité de recrutement du plasminogene a maintenant été mise en évidence chez de
nombreuses bactéries et également chez des parasites [345, 346]. Le plasminogene est un
zymogene de 92 kDa présent dans le plasma et les liquides extracellulaires a une
concentration d’environ 2 pM, son activation conduit a la formation de la plasmine (Pl), une
protéase a sérine [347]. La plasmine est capable de dégrader une grande variété de protéines :
fibrine (caillots sanguins), matrice extracellulaire (ex : fibronectine, laminine), tissus
connectifs, protéines d’adhésion et active des collagénases [348]. La plasmine contribue

¢galement a une boucle d’amplification en clivant la forme inactive de [’activateur du
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plasminogéne de type urokinase (pro-uPA), générant la forme active uPA ce qui accroit
I’activation du plasminogéne et augmente la quantitté de plasmine. Cette boucle
d’amplification provoque une augmentation significative de 1’activité plasmine dans les
systemes biologiques [349]. L’importance du recrutement de plasminogene a la surface
bactérienne est souligné par le fait que, chez divers pathogénes comme S. pyogenes ou
Leptospira interrogans, de multiples récepteurs ont été découverts [350-353]. Chez le
pneumocoque, les protéines capables de fixer le plasminogéne sont variées. Il a ainsi été
montré au laboratoire que CbpE est responsable d’une part importante de la fixation du
plasminogéne par le pneumocoque, et que le plasminogéne ainsi fixé pouvait étre converti en
plasmine [354]. Des protéines a motif LPXTG telles que PfbA et PfbB montrent également
des capacités de liaison a la plasmine [333, 355]. Les plus nombreuses protéines interagissant
avec la plasmine a la surface du pneumocoque restent cependant des protéines atypiques ou
« moonlighting », il a en effet montré que la GAPDH, 1’énolase, PavB et PepO sont capables
de lier le plasminogéne [356-359]. Le role de la plasmine a la surface du pneumocoque a été
démontré par différentes études. Il a ainsi été mis en évidence que le recrutement de la
plasmine facilite la migration du pneumocoque a travers la matrice extracellulaire, la
pénétration d’une lame basale reconstituée étant beaucoup plus rapide en présence de
plasminogéne qu’en son absence [360]. Des preuves supplémentaires ont été apportées au
sein du laboratoire, les travaux de Cécile Attali ayant montré que la délétion de cpbE limite
fortement la capacité du pneumocoque a traverser la matrice en présence de plasminogéne
[354]. Les travaux de Cécile Attali ont également montré que le recrutement de la plasmine en
surface du pneumocoque augmente 1’adhésion aux cellules de 1’héte, ce qui semble confirmer
que la dégradation de la matrice permet de rendre accessible des récepteurs cellulaires
nécessaires a 1’adhésion du pneumocoque. Ces travaux ont de plus mis en évidence que la
plasmine permet de faciliter I’invasion en dégradant les jonctions intercellulaires, notamment
la VE-cadhérine, ce qui permet la transmigration de la bactérie a travers des épithélia et
endothélia [361]. 1l apparait ainsi que le recrutement d’activités protéases de 1’hote a la
surface bactérienne représente un mécanisme particulierement efficace pour augmenter les

capacités d’invasion du pneumocoque.

Conclusion
I1 est possible de schématiser le processus d’adhésion et d’invasion du pneumocoque de la
maniere suivante (Figure 1-20). Comme expliqué précédemment, lorsque le pneumocoque

entre en contact avec des cellules constituant les barrieres de I’hote (cellules épithéliales,
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endothéliales), 1’épaisseur de la capsule est réduite par un mécanisme inconnu. Cette
diminution de taille de la capsule facilite les interactions entre les adhésines du pneumocoque
reconnaissant des sucres et les glycoconjugués, associés a la matrice et la surface des cellules,
initiant ainsi le processus d’adhésion. Des adhésines du pneumocoque sont capables de
reconnaitre des protéines de la matrice extracellulaire, renforcant les interactions entre la
bactérie et les tissus de 1’hote. En paralléle, afin de faciliter 1’adhésion aux récepteurs présents
en surface des cellules, les exoglycosidases de surface du pneumocoque peuvent cliver les
glycoconjugués, tandis que le recrutement de protéases de I’hote permet de dégrader les
composants de la matrice extracellulaire. Ces deux activités hydrolytiques conjuguées
dégageant 1’acces a la surface cellulaire sur laquelle se fixe le pneumocoque. L’adhésion du
pneumocoque peut étre suivie par la traversée des épithélia ou endothélia, soit a travers les
cellules en exploitant le mécanisme de transcytose, soit entre les cellules par dégradation
protéolytique des jonctions intercellulaires. La production par le pneumocoque de peroxyde
d’hydrogéne endommageant les cellules peut également faciliter le passage intercellulaire en
déstabilisant les épithélia [362], tout comme les dégats dus a la réaction inflammatoire de
I’hote.

Il est a noter que la présence de ces facteurs de virulence est variable en fonction des
souches de pneumocoque. Si certains sont ubiquitaires, d’autres ne sont retrouvés que dans
certaines souches. Par exemple, toutes les souches de pneumocoque possédent le géne nanA,
la plupart également nanB, mais seuls 50% présentent le gene nanC. Ces variations pourraient

en partie expliquer les différences de virulence entre les souches de pneumocoque.
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Figure 1-20 : Schéma du processus d’adhésion et d’invasion du pneumocoque

Au contact de cellules de 1’hote 1’épaisseur de la capsule est réduite pour faciliter les
interactions, des adhésines du pneumocoque se fixent aux glycoconjugués et aux protéines
composant la matrice. Les exoglycosidases de surface du pneumocoque clivent les
polysaccarides et le recrutement de protéases de 1’hote permet la dégradation des protéines
de la matrice, dégageant 1’acceés a la surface cellulaire. Au contact des cellules, 1’adhésion
est assurée par des interactions avec de multiples récepteurs. L’adhésion du pneumocoque
peut étre suivie par la traversée des épithélia ou endothélia, soit a travers les cellules en
exploitant le mécanisme de transcytose, soit entre les cellules par dégradation protéolytique
des jonctions intercellulaires.

ME : matrice extracellulaire, Pl : plasmine, Fn : fibronectine.

l-vii-3-b- Echappement au systéme immunitaire
Comme détaillé précedemment, la capsule joue un réle essentiel dans la protection contre
le systeme immunitaire, mais le pneumocoque exprime également plusieurs proteines qui lui

permettent de limiter les effets de certains mécanismes de défense de I’hote.

Au niveau des muqueuses respiratoires, les seuls anticorps présents sont des
immunoglobulines sécrétoires de classe A, qui sont exportées par transcytose grace au
récepteur plgR. Les IgA forment une barriére empéchant la plupart des pathogénes de se lier

aux cellules des muqueuses. Pour contrer I’effet des IgA, le pneumocoque exprime la métallo-
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protéase a zinc ZmpA, une protéine a motif LPXTG aussi appelée IgAl protéase. Cette
protéase cible les IgAl, qui constituent plus de 90% des IgA dans les voies respiratoires
[363]. Le clivage des IgA1 fixées au pneumocoque laisse des fragments Fab, qui ne sont plus
opsonisants sans la partie Fc, liés aux antigénes de surface de la bactérie, les protégeant d’une
reconnaissance ultéricure par d’autres anticorps. De plus I’action de 1’IgA1 protéase a une
conséquence inattendue puisque les fragments Fab restants aprés clivage augmentent
I’adhésion du pneumocoque aux cellules épithéliales, un effet aboli dans les mutants de
délétion de zmpA [364].

Parmi les cellules immunitaires impliquées dans la réponse au pneumocoque, les
neutrophiles sont les phagocytes les plus nombreux recrutés au site d’infection. En plus de
leur role dans la phagocytose, les neutrophiles sont également capables de piéger les
pneumocoques grace a leur NET. Bien que le pneumocoque, contrairement a d’autres
pathogenes, ne soit pas détruit par I’activité bactéricide du NET, il pourrait néanmoins
empécher I’invasion et la dissémination bactérienne, et ainsi permettre de confiner 1’infection.
De nombreuses souches de pneumocoque expriment une endonucléase de surface EndA
[365], qui permet de dégrader I’ADN constituant le NET, permettant ainsi au pneumocoque

d’y échapper et favorisant I’invasion [94].

Comme mentionné précédemment, le systéme du complément est un élément essentiel
dans la réponse immunitaire face au pneumocoque. Il n’est donc pas €tonnant que, parmi les
protéines de surface du pneumocoque impliquées dans 1’échappement au systéme
immunitaire, un nombre important d’entre elles participent a 1’inhibition de 1’action du
complément. 1l a en particulier été montré que la CBP PspC et la protéine a motif LPXTG Hic
interagissent avec le facteur H [366, 367]. Celui-ci inhibe 1’activation de la voie alterne, son
recrutement en surface du pneumocoque permet donc de limiter le dépét de C3b et la
phagocytose [368]. L’importance de PspC pour la résistance du pneumocoque face a I’action
du complément a été montré dans un mode¢le d’infection systémique chez la souris [369]. Un
autre regulateur soluble du complément est la protéine C4BP, qui inhibe ’activation de la
voie classique. Récemment, il a été mis en évidence que le pneumocoque, en plus de recruter
le facteur H, est également capable de fixer C4BP. Des travaux ont ainsi montré que certains
variants alléliques de PspC interagissent avec C4BP, permettant le recrutement de ce
régulateur en surface du pneumocoque et limitant ainsi I’activation de la voie classique du
complément [370]. Un autre récepteur de surface pour C4BP a également été découvert, il

s’agit de la protéine atypique énolase. Il a été démontré que 1’énolase du pneumocoque
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interagit avec C4BP, et que la C4BP liée a 1’énolase conserve son activité d’inhibition de la
C3-convertase [371]. De plus, I’ajout d’énolase exogéne permet d’augmenter la quantité de
C4BP associée a la surface du pneumocoque, et diminue le dép6t de C3b, ce qui renforce la
pertinence de cette interaction [371]. D’autres protéines du pneumocoque semblent également
impliquées dans 1’échappement au systéme du complément. Ainsi la délétion du géne codant
pour la CBP PspA facilite 1’élimination du pneumocoque chez la souris car la diminution de
la virulence de la souche mutante pspA est due a une augmentation de 1’opsonisation du
pneumocoque par C3b [372, 373]. 1l est probable que cet effet de PspA soit lié a I’inhibition
de la voie alterne, car les mutants délétés pour pspA retrouvent leur virulence dans des souris
KO pour les facteurs B ou D [372, 373]. Le mécanisme moléculaire impliqué dans
I’inhibition de la voie alterne par PspA n’a cependant pas été identifié pour I’instant, aucune
interaction avec un inhibiteur de cette voie n’ayant été mise en évidence. Enfin, un groupe de
protéines de surface conservées du pneumocoque, les protéines a triade histidine (Pht), montre
¢galement un effet sur le complément. Il s’agit de lipoprotéines présentant dans leur séquence
des répétitions du motif HxxHxH (5 répétitions pour PhtA, PhtB et PhtE, 6 pour PhtD) leur
permettant de fixer les cations divalents [374], jouant un role dans I’homéostasie des métaux
tel que le zinc [375]. La délétion des génes codant pour les protéines Pht chez le
pneumocoque augmente le dépdt de C3 sur les bactéries, démontrant le réle inhibiteur des Pht
sur I’activation du complément [376]. En revanche 1’absence des protéines Pht n’a pas d’effet
sur la fixation du facteur H par le pneumocoque, leur action ne semble donc pas liée, au

contraire de PspC, a I’inhibition de la voie alterne par le recrutement du facteur H [376].

Dégradation
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C2a formation de la C3 Facteur H /
D convertase alterne Facteur B |gA1
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Fiqure 1-21 : Mécanismes d’échappement au systéme immunitaire du pneumocoque

Exemples de protéines responsables des principaux mécanismes d’échappement au systéme
immunitaire chez le pneumocoque.
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En conclusion, bien que la capsule posséde un effet important dans la résistance au
systeme immunitaire, le pneumocoque exprime également un ensemble de facteurs de
virulence protéiques a sa surface qui complétent sa protection. La plupart de ces protéines ont
pour effet de bloquer 1’activation du complément, en recrutant et détournant les inhibiteurs
solubles de I’hote (quand les mécanismes d’action sont connus). Cette constatation renforce le
fait que le complément est un acteur majeur de la réponse immunitaire au pneumocoque. La
variabilité dans la séquence (variants de PspC fixant la C4BP) ou I’expression (Hic n’est codé
par le génome que d’un nombre limité de souches) de ces facteurs de virulence pourrait, avec
les différences de sérotypes capsulaires, expliquer les variations de sensibilité du

pneumocoque au complément.
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I-viii- Protéines « moonlighting »

I-viii-1- Définition des protéines « moonlighting »

Les premiers exemples de protéines « moonlighting » ont été décrits a la fin des années
1980, quand Piatigorsky et Wistow [377] ont montré que certaines cristallines, des protéines
de structure du cristallin des yeux de vertébrés, étaient des enzymes bien connues. Par
exemple, la e-cristalline du canard s’est avérée étre la lactate déshydrogénase [378], tandis
que la t-cristalline de tortue est I’enzyme glycolytique énolase [379]. Un r6le métabolique de
ces enzymes dans le cristallin, ou elles s’accumulent en grande quantité, est peu probable
[380]. Il est plus probable que ces protéines n’aient qu’une fonction structurelle, ce que tend a
prouver 1’observation que certaines cristallines sont des paralogues enzymatiquement inactifs
de ces enzymes [381-383]. Pour décrire le phéenoméne de « moonlighting », Piatigorsky a
initialement utilisé 1’appellation de partage de genes [384]. De nos jours le terme de
«moonlighting » est généeralement utilisé [385], en référence aux personnes exercant
plusieurs activités. Les protéines « moonlighting » sont des protéines multifonctionnelles
particulieres, car elles effectuent de multiples fonctions indépendantes, souvent sans rapport
entre elles, sans séparer ces fonctions dans des domaines protéiques spécifiques. Selon cette
définition, les protéines présentant de multiples fonctions résultant de fusions de genes sont
exclues, de méme que les produits de traduction issus de variants d’épissage alternatif d’un
méme géne. Un autre critere important pour une protéine « moonlighting » est I’indépendance
des différentes fonctions, ce qui signifie que I’inactivation de I'une des fonctions (par
exemple par mutation) ne devrait pas affecter les autres (tant que la structure n’est pas
modifiée). Le « moonlighting » ne doit également pas étre confondu avec le pléiotropisme.
Les effets pléiotropiques sont généralement le résultat de I’inactivation d’une seule fonction,
qui s’avere étre impliquée dans des processus cellulaires multiples. Par exemple une protéine
ayant des partenaires d’interaction multiples dans différents mécanismes cellulaires, ou une
enzyme dont 1’activité est importante dans plusieurs voies métaboliques. En conclusion, les
protéines « moonlighting » effectuent de multiples fonctions qui différent d’un point de vu

mécanistique.

Comme illustré dans le Tableau I-1, des exemples de protéines « moonlighting » ont été
décrits chez de nombreux eucaryotes, allant des levures [386] aux mammiferes [387] en
passant par les plantes [388]. Des protéines « moonlighting » existent aussi chez les

procaryotes et seront abordées plus loin dans ce manuscrit. Le fait que la plupart des exemples
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de protéines «moonlighting » aient été identifies chez des levures [386], est trés
probablement d0 a I’intensité des recherches sur ces organismes. Il est encore difficile
d’évaluer dans quelle mesure les protéines « moonlighting » sont abondantes. Cependant,
I’augmentation rapide du nombre de protéines « moonlighting » identifiées suggere qu’il
s’agit d’un phénomene général dans tous les regnes du vivant. On remarque également que les
fonctions des protéines « moonlighting » actuellement connues sont extrémement diversifiées

et impliquées dans une grande variéte de fonctions biologiques.

. . . Fonction
Régne Protéine Organisme — —
primaire moonlighting
Aconitase H. sapiens Cycle de Krebs Homéostasie du fer
ATF2 H. sapiens Facteur de transcription Réponse aux dommages de ADN
Cristallines Variés Diverses enzymes Protémes structurales du cristallin
Animalia Cytochrome ¢ Variés Métabolisme énergétique Apoptose
DLD H. sapiens M étabolisme énergetique Protéase
ERK?2 H. sapiens MAP kinase Répresseur transcriptionnel
ESCRT-II D. melanogaster | Trafic endosomal Localisation des ARNm bicoid
STAT3 M. musculus Facteur de transcription Chaine respiratoire
Plantae Hexokmase A. thaliana Enzyme glycolytique glgnn?rlgg t?:gurf(ﬁ:iz; e
Preseniline P. patens y-secretase Cytosquelette
Aconitase S. cerevisiae Cycle de Krebs Stabilit¢ de TADNmt
Aldolase S. cerevisiae Enzyme glycolytique Assemblage de la V-ATPase
Arg5.6 S. cerevisiae Biosynthese de l'arginine Controle transcriptionnel
o ] . Fusion vacuolaire homotypique
Enolase S. cerevisiae Enzyme glycolytique Tmport des ARN{ mitochondriaus
Fungi Galactokinase K. lactis Catabolisme du galactose Facteur de franscription
Hal3 S. cerevisiae Déterminant d'halotolérance | Biosynthése du coenzyme A
HSP60 S. cerevisiae Chaperone mitochondriale S,t al?lhs.atlon des orlgmes.de
réplication de 'ADN actives
Phosphofiuctokinase | P. pastoris Enzyme glycolytique Autophagie
Pyruvate carboxylase | H. polvmorpha Enzyme anaplkrotique Assemblage de l'alcool oxydase
Vhs3 S. cerevisiae Déterminant d'halotolérance | Biosynthése du coenzyme A
Protista | Aldolase P. vivax Enzyme glycolytique Invasion des cellules hote

Tableau I-1 : Protéines moonlighting chez les eucaryotes

Les mécanismes évolutifs conduisant a I’apparition du « moonlighting » sont actuellement
en débat. Il a été proposé par Jeffery que les protéines « moonlighting » aient évolué comme
une maniere d’étendre les capacités fonctionnelles d’un organisme sans pour autant alourdir
son genome [385]. Cette hypothése est cependant peu probable car chez de nombreux
organismes de larges parties du génome semblent n’avoir aucune fonction, ce qui laisse a
penser qu’il y a peu de pression sélective limitant la taille du génome [389]. Gancedo [386] a
présenté une explication plus plausible se référant a la notion de « bricolage évolutif » [390],

qui sous-tend qu’il n’y a pas d’objectif final dans 1’évolution et que bien souvent de nouvelles
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fonctions se développent par 1’adaptation de fonctions existantes. Si une nouvelle fonction

résulte en un avantage pour I’organisme, elle sera sélectionnée au cours de I’évolution.

Nombre de protéines « moonlighting » actuellement connues sont des enzymes hautement
conservées, également appelées enzymes anciennes ou de ménage. Les enzymes impliquées
dans le métabolisme des sucres semblent tout particulierement adeptes du « moonlighting »
[378, 379, 391-394]. Il a ainsi été suggeré que pas moins de 7 des 10 enzymes de la glycolyse
et 7 des 8 enzymes impliquées dans le cycle de Krebs sont des protéines « moonlighting »
[387, 395]. La question de savoir pourquoi des fonctions «moonlighting » sont si
fréeguemment identifiees pour des protéines hautement conservées donne libre cour aux
speculations. Ces protéines hautement conservées étant présentes chez de nombreux
organismes différents les chances pour qu’une fonction « moonlighting » soit identifiée pour
I’'une de ces protéines sont plus élevées que pour des protéines présentes dans seulement
quelques espéces [385, 396]. Le « moonlighting » semble également plus commun pour des
protéines constitutivement exprimées en relativement grandes quantités [397]. Une
caractéristique qui pourrait favoriser le développement de fonctions « moonlighting » puisque
I’utilisation d’une seule protéine, déja présente en grande quantité dans la cellule, pour
remplir les fonctions de plusieurs autres permettrait d’économiser les acides aminés et

I’énergie nécessaires pour synthétiser ces protéines.

En conclusion, il convient de remarquer que 1’existence du « moonlighting » constitue un
défi majeur pour I’annotation des génomes et pour la biologie systémique. Méme des
protéines bien étudiées peuvent posséder des fonctions supplémentaires encore a découvrir.
On remarque d’ailleurs que jusqu'a maintenant, la découverte de nombreuses protéines
« moonlighting » est entiérement due au hasard [377, 391, 398, 399]. L’une des raisons
expliquant ce fait est qu’il est difficile de prédire le « moonlighting », de nombreuses
fonctions ne dépendant pas, a notre connaissance, de motifs conserves bien identifiés [398,
399]. Ainsi, bien que de nombreuses protéines « moonlighting » soient hautement conservées,
il n’est pas possible de prédire la présence de fonctions « moonlighting » par homologie de
séquences. Par exemple la levure Saccharomyces cerevisiae possede 2 pyruvate carboxylases,
qui partagent toutes les 2 environ 80% d’identité de séquence avec la pyruvate carboxylase
d’Hansenula polymorpha. Malgré le haut degré de similarité entre ces protéines, aucune des
pyruvate carboxylases de S. cerevisiae n’est capable d’accomplir la fonction « moonlighting »
de celle d’H. polymorpha dans 1’assemblage et la translocation de 1’alcool oxydase

péroxisomale [400]. Au contraire, la pyruvate carboxylase de Pichia pastoris partage
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¢galement environ 80% d’identité de séquence avec celle d’H. polymorpha, et est capable de
remplir la méme fonction « moonlighting » [398, 401]. De plus, il n’est pas rare qu’une méme

protéine ait différentes fonctions « moonlighting » dans différentes espéces [400, 402].

I-viii-2- Les protéines « moonlighting » chez les procaryotes

I-viii-2-a- Diversité des protéines et fonctions « moonlighting » chez les procaryotes
Plus de 20 ans aprés I’introduction du concept de « moonlighting », il apparait clairement
que les bactéries sont parmi les principaux bénéficiaires de ce mécanisme évolutionnaire. 1l y
a maintenant un nombre significatif d’exemples de protéines « moonlighting » bactériennes.
Nombre de ces protéines jouent un réle dans les propriétés de virulence des bactéries, ce qui
rend la reconnaissance de ce phénoméne importante en bactériologie. Il s’agit principalement
d’enzymes de la glycolyse ou d’autres voies métaboliques ainsi que des chaperones, comme

illustré dans le Tableau I-2.

Ovrganisme Protéine Fonction moonlighting
GAPDH Liaison plasminogéne/plasmine, fibronectine,
S. pyogenes lysozyme, myosine, actine, C5a, uPAR/CDS87
Enolase Liaison au plasminogéne
GAPDH Liaison au plasminogene

S. lactiae
agaiactiae PGK Liaison a l'actine

Liaison plasminogeéne. actine, fibrinogene

S mutarns Enolase M odulation de l'activité des lymphocytes B
S. aureus Enolase Liaison a la laminine
M. pricum oniae EF-Tu, PdhB Liaison a la fibronectine
GAPDH Liaison a la mucine
Malate synthase Liaison a la laminine
M. tuberculosis | SodA Liaison aux cellules épithéliales
DnaK Liaison au plasminogene
B. anthracis GAPDH, Enolase Liaison au plasminogéne
E. coli GAPDH Liaison au plasminogene
L. jensenii Enolase Inhibe la fixation des Neisseria

Liaison aux cellules intestinales et a la mucine
Induction de l'inflamation
Liaison aux cellules intestinales et a la mucine

EF-Tu

L. johnsonii

GroEL
o Immunomodulation

L. fermentum Tig Empéche l'adhésion de E. faecalis
Liaison mucine et fibronectine

GAPDH

1. plantarum Adheésion aux cellules Caco-2

P Enolase Liaison a la fibronectine
EF-Tu, TPI Adhésion aux cellules Caco-2
GAPDH, Enolase Liaison au plasminogéne
. ET-Tu Adhésion aux cellules

L. erispatus Liaison plasminogéne, collagéne 1. laminine

Glutamate synthase p. gene, & ’ ’
fibronectine

Tableau I-2 : Protéines « moonlighting » chez les procaryotes
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La glycolyse existe dans les 3 regnes du vivant, et il est supposé qu’elle soit apparue t6t
dans I’évolution du vivant. C’est la principale voie métabolique d'assimilation du glucose et
permet la production d'énergie. La glycolyse se déroule dans le cytoplasme de la cellule et
repose sur 1’activité de 10 enzymes (Figure 1-22), commengant par 1’hexokinase qui catalyse
la conversion du glucose en glucose-6-phosphate, et se terminant par la pyruvate kinase qui

catalyse la conversion du phosphoénolpyruvate en pyruvate [403].
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Figure 1-22 : représentation schématique de la glycolyse [403]

L’un des meilleurs exemples de « moonlighting » bactérien est le cas de 1’énolase, avant
derniere enzyme de la glycolyse catalysant la conversion du 2-phosphoglycérate en
phosphoénolpyruvate. On rapporte pour un nombre sans cesse croissant de bactéries, Gram-
positif et Gram-négatif, la présence d’énolase en surface ayant des fonctions
«moonlighting ». Beaucoup d’attention a €té apportée a 1’énolase de S. pyogenes, en
particulier grace aux travaux de Pancholi et Fischetti qui sont responsables pour une bonne
part de notre compréhension du role de 1’énolase dans la virulence des streptocoques de
groupe A. A D’origine, c’est I’analyse des propriétés de liaison du plasminogéne & des
protéines de la paroi de S. pyogenes qui a permis d’identifier 1’énolase comme étant le ligand
présentant la plus forte affinité. Cette énolase de surface est enzymatiquement active et des

anticorps dirigés contre elle induisent 1’opsonisation et augmentent la phagocytose de S.
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pyogenes [404]. Il s’avére que I’énolase est présente en surface de la plupart des
streptocoques [405], incluant le pneumocoque [357]. Comme expliqué précédemment, le
plasminogéne se lie a la surface du pneumocoque et permet aux bactéries de traverser la
matrice extracellulaire, ce qui le rend important pour 1’invasion des tissus humains [360]. 1l a
également été montré que 1’énolase recombinante soluble peut se lier a la surface du
pneumocoque, méme quand elle est associée au plasminogene [357]. L’énolase de
mammifeéres est eégalement capable de lier le plasminogéne, cette interaction est dépendante
de résidus lysine C-terminaux de ces énolases qui se lient aux sites de liaison des lysines du
plasminogéne [406]. Pour tester si 1’énolase du pneumocoque lie également le plasminogene
par des lysines C-terminales, les lysines 433 et 434 ont été mutées ou clivées par traitements a
la carboxypeptidase, ont été réalisés. Ces expériences ont montré une inhibition de la liaison
du plasminogéne a I’énolase [357], mais les mesures d’interaction étaient réalisées en
conditions dénaturantes par Far-Western blot apres SDS-PAGE de la GAPDH [357]. Des
analyses complémentaires, réalisées en conditions natives, ont révélé qu’un peptide interne de
I’énolase du pneumocoque, comprenant les résidus 248 a 256, est en partie responsable de
I’interaction avec le plasminogéne [407]. Ce type de travail a également été réalisé sur
I’énolase de S. pyogenes, ou la liaison de 1’énolase native ou de mutants au plasminogene a
été étudiée [352]. La délétion ou la substitution des résidus lysine C-terminaux dans 1’énolase
de S. pyogenes provoque ainsi une diminution significative de la liaison au plasminogéne. De
plus des bactéries codant I’énolase mutée montrent une réduction drastique de leur capacité a
acquérir du plasminogene depuis le plasma humain et a traverser la matrice extracellulaire
[352]. Une étude plus récente a montré que des lysines internes contribuent a la liaison au
plasminogéne [408]. Enfin, un site de liaison similaire a été identifié dans les énolases des
Bifidobacter [409]. L’exemple de I’énolase illustre une situation exceptionnelle pour les
protéines « moonlighting », ou des sites conservés sont impliqués dans une fonction
« moonlighting » chez différentes espéces. Cependant 1’énolase n’est pas uniquement capable
de lier le plasminogene, d’autres interactions ou fonctions ont €également été mises en
évidence. Ainsi, il a été montré que 1’énolase de Streptococcus gordonii fixe la mucine
salivaire Muc7 [410] et celle de Streptococcus mutans la mucine MG2 [411]. L’énolase de S.
aureus reconnait quant a elle la laminine [412] et celle de Lactobacillus plantarum la
fibronectine [413]. Plus récemment il a été montré que 1’énolase de S. pneumoniae recrute
CA4BP et participe a la protection de la bactérie face au complément [371]. D’autres travaux
ont mis en évidence que 1’énolase de surface de Lactobacillus jensenii est un puissant

inhibiteur de 1’adhérence de Neisseria gonorrhoeae aux cellules épithéliales [414]. Enfin, des
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effets sur ’immunité ont également été décrits, 1’énolase de Streptococcus sobrinus est ainsi
une protéine immunosuppressive [415] tandis que celle de Paenibacillus larvae, 1’agent
causatif de la loque américaine chez les abeilles, est hautement inflammatoire [416].

L’étude de ’exemple de 1’énolase montre que, méme pour une protéine « moonlighting »
pourtant conservee, des fonctions diverses peuvent co-exister. Si certaines fonctions
« moonlighting » semblent parfois récurrentes (recrutement du plasminogéne), une variété

d’autres fonctions peuvent également étre découvertes suivant les organismes étudiés.

Au-dela de la capacité des protéines « moonlighting » a accomplir différentes fonctions,
on remarque que les activités additionnelles de ces protéines peuvent ne survenir que quand
elles se trouvent a une localisation différente de celle qu’elles occupent pour accomplir leurs
fonctions classiques. Concernant les enzymes glycolytiques bactériennes, les fonctions
« moonlighting » identifiées jusqu’a maintenant sont toujours liées a une localisation a la
surface de la bactérie. Ainsi, en plus du « moonlighting biochimique », il est possible de
définir un « moonlighting géographique », et les deux aspects peuvent étre requis pour
permettre a une protéine d’exercer sa véritable fonction « moonlighting ». Cela ne signifie pas
pour autant que ces enzymes de la glycolyse n’ont pas d’activité « moonlighting »
intracellulaire, mais peu d’activités de ce type ont pour I’instant été démontrées. L’un des
exemples de « moonlighting » intracellulaire et celui de la glutamate racémase Murl de
Mycobacterium tuberculosis, qui peut agir comme un inhibiteur de I’ADN gyrase en
empéchant sa liaison a I’ADN [417]. Il a également récemment été suggére par une analyse en
double hybride que plusieurs enzymes glycolytiques de Bacillus subtilis pourraient étre

impliquées dans le traitement des ARN [418].

I-viii-2-b- Sécrétion des protéines « moonlighting » chez les procaryotes

La sécrétion de protéines a travers les membranes biologiques est dans la plupart des cas
due a des machineries de translocation reconnaissant une séquence spécifique située a
I’extrémité N-terminale de la protéine devant étre sécrétée, appelée peptide signal. Chez les
bactéries le systéme de sécrétion classique Sec, dépendant de I’ATPase SecA, est responsable
de la plus grande partie de I’export de protéines. D’autres voies de sécrétion ont également été
découvertes. Certaines bactéries expriment ainsi un systeme de sécrétion trés semblable a la
voie Sec reposant sur la protéine SecA2, qui ne semble exporter qu’un nombre limité de
substrats impliqués dans la virulence [419]. Le systeme de sécrétion TAT (pour Twin-

Arginine Translocation), qui reconnait un motif consensus comportant 2 arginines est
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¢galement une voie d’export importante qui permet, au contraire du systéeme Sec, de
transporter des protéines entierement repliées [420]. Cependant il apparait que dans certains
cas, comme pour les protéines « moonlighting », des protéines ne présentant pas de peptide
signal sont retrouvées dans 1’espace périplasmique (des bactéries Gram-négatif), le surnageant
de culture (Gram-positif et Gram-négatif) ou associées a la surface de bactéries. Il semble
donc possible pour les bactéries de sécréter ou relarguer des protéines de maniére non
conventionnelle. L’un des exemples les mieux documentés d’export de protéine
« moonlighting » est celui des superoxyde dismutases (SOD). Ces enzymes participent a la
protection des cellules contre les especes réactives de 1’oxygeéne, en catalysant la dismutation
des ions superoxyde en oxygene et peroxyde d’hydrogéne, mais peuvent également servir
d’adhésines en surface de certains pathogenes [421]. Ainsi, il a été montré que la SOD de M.
tuberculosis est sécrétée mais ne contient aucun peptide signal [422]. Parce que la délétion du
géne secA2 abolit la virulence de M. tuberculosis chez la souris, la présence en surface de
certaines protéines impliquées dans la virulence a été étudiée en comparant le mutant de
délétion secA2 et la souche sauvage. Ce travail a montré que ’export de la SOD chez M.
tuberculosis est dépendant de la voie de sécrétion accessoire SecA2 [423]. La sécrétion de
SOD dépendante de SecA2 a également été mise en évidence chez un autre pathogene, la
bactérie Gram-positif L. monocytogenes [424]. Lors de cette étude qui repose également sur
I’utilisation d’un mutant de délétion secA2, il a été mis en évidence que 10 protéines sans
peptide signal étaient sécrétées par la voie SecA2, dont la SOD. Ces résultats montrent
également que 7 protéines présentant un peptide signal sont dépendantes de SecA2 pour leur
export, ce qui confirme le fait que la voie SecA2 est capable de réaliser a la fois une sécrétion
dépendante du peptide signal et une sécrétion non conventionnelle, sans passer par la

reconnaissance du peptide signal.

De facon générale, les mécanismes permettant 1’export des protéines « moonlighting »
restent a ce jour trés mal compris, leur prise en charge par des systéemes de sécrétion est
rarement prouvée. Des hypothéses regulierement évoquées n’impliquant pas les systémes de
sécrétion sont celles d’un relargage de protéines cytoplasmiques par des fuites (occasionnées
par exemple durant la division, I’intégrit¢ de la membrane pouvant étre momentanément

perturbée lors de la fission) ou par la lyse de cellules au sein d’une méme population.
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I-viii-3- La GAPDH comme modeéle de protéine « moonlighting »

I-viii-3-a- Fonctions « moonlighting » des GAPDH bactériennes

Certaines des premicres preuves de I’existence de fonctions « moonlighting », avant
méme que ce terme ne soit introduit, viennent de 1’étude de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) de S. pyogenes. La GAPDH est 1’une des enzymes clé de la
glycolyse, elle catalyse la phosphorylation oxydative du glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3-
bisphosphoglycérate. Cette réaction a lieu en présence de phosphate inorganique pour la
phosphorylation, qui est couplée a la réduction du NAD* en NADH,H", ce qui en fait la
premicre étape de la glycolyse générant de 1’énergie pour la cellule. La GAPDH est un
homotétramere dont les sous-unités ont une masse moléculaire variant de 34 a 38 kDa selon
les espéces. Une sous-unité est composée d'environ 330 acides aminés qui se replient en
formant deux domaines. Le premier domaine est impliqué dans la fixation du cofacteur
(NAD™), chacune des sous-unités fixe donc une molécule de NAD". Le second domaine est
impliqué dans la fixation du substrat et dans la catalyse, ce domaine contient une cystéine et

une histidine essentielles au mécanisme catalytique.

Pancholi et Fischetti furent les premiers a rapporter qu’une protéine, adhérant a la surface
de la souche M6 de S. pyogenes en quantité importante, présente 1’activité enzymatique d’une
GAPDH ainsi qu’une homologie de séquence a d’autres GAPDH. Il a été montré que cette
GAPDH de surface appelée SDH (pour surface dehydrogenase) se lie au lysozyme, a des
protéines du cytosquelette et a la fibronectine [353]. Un autre groupe a identifié la GAPDH de
S. pyogenes comme un récepteur de surface pour le plasminogene [425, 426]. D’autres
travaux ont mis en évidence que la GAPDH de S. pyogenes induit une activité de signalisation
chez les cellules de I’hote. Ainsi I’incubation de cellules nasopharyngéales humaines (Detroit
562) avec des bactéries intactes ou avec la GAPDH purifiée provogue un ensemble de
réactions de phosphorylation dans les cellules humaines. L’utilisation d’inhibiteurs des
tyrosines et serines kinases inhibe 1’invasion des cellules par S. pyogenes, ce qui semble
confirmer que la modification du phosphoprotéome induite par la GAPDH est un signal
important pour I’invasion [427]. L’étude de la liaison de GAPDH de S. pyogenes marquée a
I’iode 125 sur des protéines isolées de membranes de cellules Detroit 562 a mis en évidence
des interactions avec des protéines 14-3-3¢, importantes dans la signalisation chez les cellules
eucaryotes, qui pourrait expliquer son effet sur le phosphoprotéome [427]. Une interaction

avec le récepteur CD87/uPAR (urokinase plasminogen activator receptor), qui participe a
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I’adhésion de S. pyogenes aux cellules a également été mise en évidence [428]. Enfin, la
GAPDH de surface de S. pyogenes inhibe 1’action de C5a en liant ce fragment de C5, ce qui
permet d’inhiber son effet chimiotactique sur les neutrophiles [429].

D’autres streptocoques utilisent la GAPDH pour des fonctions « moonlighting » variées.
Chez S. agalactiae la GAPDH agit comme un facteur de virulence en modulant ’activité des
lymphocytes B et sa surexpression augmente la colonisation hépatique de souris résistantes
aux infections a streptocoques du groupe B [430]. La GAPDH de S. oralis reconnait quant a
elle la protéine majeure des fimbriae de Porphyromonas gingivalis, facilitant la colonisation
de la cavité buccale par ce dernier [431]. Chez S. suis, la GAPDH est capable de lier
I’albumine [432] et permet aussi 1’adhésion aux cellules de I’hote [433]. La GAPDH a
également des propriétés adhésives dans d’autres bactéries Gram-positif. Ainsi la GAPDH de
surface codée par le géne gapB chez S. aureus interagit avec le plasminogéne et la transferrine
[434], tandis que la GAPDH de surface de L. plantarum fixe la mucine gastrique et les
cellules Caco-2, une lignée de cellules épithéliales intestinales [435, 436]. Chez Mycoplasma
genitalium, la GAPDH de surface est impliquée dans la liaison de la bactérie a la mucine
[437]. Les fonctions « moonlighting » de la GAPDH de surface ne sont cependant par
restreintes aux bactéries a Gram-positif, il a été montré que des souches de E. coli
enterohémorragiques et entéropathogéniques (EHEC et EPEC) expriment une GAPDH de
surface qui recrute le plasminogéne et le fibrinogene [438].

I-viii-3-b- Export et association a la surface de la GAPDH chez les bactéries
A T’instar des autres protéines « moonlighting » nos connaissances sont actuellement trés
limitées concernant les mécanismes par lesquels la GAPDH transite depuis le cytoplasme vers

le milieu extracellulaire ou la surface bactérienne.

Parmi les quelques informations disponibles, la sécrétion active de GAPDH a recemment
été montrée chez les EPEC [439]. Ce travail a mis en évidence que chez ces especes, la
délétion du géne escN codant pour I’ATPase du systéme de sécrétion de type III (T3SS)
abolie la sécrétion de GAPDH. Ces données indiquent que la GAPDH serait activement
sécrété par le biais du T3SS, ces résultats sont néanmoins a nuancer par le fait que cet effet
n’est visible que dans certaines conditions de culture. Ainsi, le fait que la GAPDH soit
retrouvée dans le surnageant de culture de la souche sauvage et du mutant quand les bactéries

sont cultivées en LB laisse a penser qu’un autre mécanisme permet I’export de la GAPDH
[438].
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Les autres travaux realiseés a ce jour sur la question de 1’export de la GAPDH chez les
bactéries portent sur S. agalactiae et S. aureus. Chez S. aureus une analyse potéomique a
montré que la délétion de 1’autolysine majeur Atl a un profond impact sur le sécrétome [440].
En particulier 22 protéines typiquement cytoplasmiques (enzymes de la glycolyse, du cycle de
Krebs, facteurs d’élongation...) dont la GAPDH, excrétées par la souche sauvage, ne sont
plus retrouvées dans le sécrétome de la souche mutante Aatl. A I’inverse, un mutant de
délétion de tagO, qui présente une activité autolytique plus importante, libére plus de
GAPDH. Ces reésultats montrent que chez S. aureus, I’export de la GAPDH est di au
relargage de protéines cytoplasmiques suite a la lyse de bactéries. Il semble qu’une certaine
sélection des protéines libérées par ce mécanisme ait lieu, puisque celles-ci ne sont pas
forcément les protéines les plus abondantes du cytoplasme. Le travail réalisé chez S.
agalactiae a également montré qu’un taux de lyse réduit dans la population bactérienne est
corrélé a une diminution de la quantité de GAPDH dans le milieu extracellulaire et associée a
la surface, alors que I’induction de la lyse (détergents, antibiotiques, surexpression d’une
autolysine) conduit a une augmentation du taux de GAPDH extracellulaire [441]. Ces
résultats accréditent donc la thése selon laquelle I’export de protéines « moonlighting »
cytoplasmiques, dépourvues de peptide signal, peut étre di a la lyse de bactéries dans la

population.

Au-dela de la maniére dont la GAPDH quitte le cytoplasme pour atteindre la surface
bactérienne, de nombreuses questions se posent également quant a savoir comment elle
s’associe a la surface. En effet, il a été montré que la GAPDH de S. agalactiae est en mesure
de se fixer a la surface de différentes bactéries (E. coli, S. aureus, S. pyogenes, L. lactis)
[441], ce qui suggere un mode d’attachement reposant sur la reconnaissance d’un substrat
commun. Chez S. pyogenes I’interaction de la GAPDH avec la protéine M reste contestée
[353, 442]. Enfin chez Lactobacillus crispatus il semble que la GAPDH soit capable, a pH
acide, de lier les acides lipotéichoiques [443]. Globalement, le ou les modes d’attachement de
la GAPDH en surface des bactéries n’est pas clairement établi. Il semble que les GAPDH de
certains organismes soient ainsi capables de se fixer en surface de différentes bactéries, peut-
étre en interagissant avec des composants de la paroi. La présence d’interactions avec des
protéines de surface ne peut cependant pas étre exclue. 1l est envisageable que les mécanismes
de recrutement a la surface différent suivant les especes bactériennes, et des études plus

approfondies sur ce sujet sont clairement nécessaires.
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[-viii-3-c- La GAPDH du pneumocoque

Localisation en surface

Chez le pneumocoque, la GAPDH en tant que protéine moonlighting a été tres peu
étudiée. Les premiéres preuves que la GAPDH est présente a la surface du pneumocoque ont
été apportées en 2004, par une équipe cherchant a mettre en évidence des antigénes protéiques
présents en surface du pneumocoque entrainant une réponse immunitaire [444]. L’objectif
était de caractériser des protéines de surface pouvant étre utilisées comme candidats vaccin,
afin de surmonter les probléemes de remplacement sérotypiques posés par les vaccins
polysaccharidiques et conjugues. Pour realiser ce travail, les protéines associées a la surface
du pneumocoque ont été extraites, seéparées par électrophorése 2D et transférées sur
membrane de nitrocellulose. Des sera d’enfants ayant été porteurs de différentes souches de
pneumocoques (6A, 6B, 11, 12, 14, 15, 19A, 19F, 23A, 23F) ont été utilisés afin d’identifier
les protéines de surface du pneumocoque ayant induit une réponse anticorps chez ces enfants.
Les protéines reconnues par les anticorps présents dans ces sera ont été identifiés par
spectrométrie de masse. Cette expérience a révelé que plusieurs enzymes de la glycolyse, dont
la GAPDH, sont présentes a la surface du pneumocoque et entrainent la production
d’anticorps chez I’étre humain. Cette premiére constatation de la présence de GAPDH en
surface du pneumocoque est confirmée la méme année par une autre équipe. Le travail réalisé
par Simone Bergmann montre en effet, en combinant une analyse par Western blot d’un
fractionnement partiel et une immuno-localisation par microscopie électronique, que la

GAPDH est présente a la surface de la bactérie [358].

Comme présenté précédemment différentes voies de sécrétion peuvent transporter des
protéines depuis le cytoplasme vers I’espace extracellulaire. Concernant les systemes Sec et
TAT, aucune preuve de transport de protéines ne présentant pas de peptide signal n’a a ce jour
été apporté. La GAPDH du pneumocoque ne présentant pas de peptide signal pour la voie
Sec, son implication dans I’export de la GAPDH semble donc exclue. Le systeme de sécrétion
TAT est quant a lui absent chez S. pneumoniae, ce qui exclut la possibilité que 1’export de
protéines moonlighting se fasse par ce biais chez le pneumocoque. Le systéme SecA2 est
capable de prendre en charge des protéines ne présentant pas de peptide signal chez M.
tuberculosis et L. monocytogenes, neanmoins chez le pneumocoque ce systéme n’est pas
exprimé par toutes les souches. La présence de GAPDH a été montrée en surface de souches

de pneumocoques qui ne codent pas de systeme SecA2, comme la souche R6, ce qui laisse
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supposer que ce systéme n’est pas impliqué dans 1’export de la GAPDH chez S. pneumoniae.
En revanche le pneumocoque est bien connu pour ses capacités de fratricide (pneumocines et
compétence décrits en I-ii-1- et I-ii-2-), qui conduisent a la lyse d’une partie des cellules de la
population. L’implication de ce phénomeéne dans la libération de protéines non sécrétées a
déja été proposée pour la pneumolysine et il a été montré que la GAPDH est libérée par lyse

chez S. agalactiae et S. aureus.

Les travaux de Bergmann ayant montré que la GAPDH du pneumocoque est présente en
surface de souche capsulées et non-capsulées, il est a exclure que la GAPDH puisse se fixer a
la capsule [358]. Des interactions avec des protéines de surface sont possibles, mais les
résultats obtenus avec la GAPDH de S. agalactiae, trés proche de celle du pneumocoque
(92% d’identité de séquence et 96% de similarité de séquence), laissent a penser que certaines
GAPDH peuvent interagir avec des structures de surface relativement conservées. Il a en été
récemment montré par des tests d’interaction en phase solide qu’une forme recombinante de
la GAPDH de S. agalactiae est capable de se fixer de maniére dose-dépendante en surface de
la bactérie, vivante ou tuée par la chaleur, et que cette interaction est inhibée par des anticorps
anti-GAPDH [441]. De plus une analyse par Western blot anti-GAPDH montre la fixation en
solution de cette GAPDH recombinante sur différentes souches de S. agalactiae, ainsi que sur
plusieurs autres especes bactériennes (E. coli, S. aureus, S. pyogenes, L. lactis) [441]. Ces
résultats indiquent donc que la GAPDH de S. agalactiae est capable d’interagir avec une
structure de surface bactérienne relativement conservée puisque présente chez différentes
espéces et qui n’est pas détruite par un traitement thermique. La démonstration que la
GAPDH de L. crispatus interagit avec les acides lipotéichoiques de la bactérie désigne la
paroi comme candidat pour la fixation de la GAPDH en surface [443].

Fonctions « moonlignting »

La seule fonction moonlighting décrite jusqu'a présent pour la GAPDH du pneumocoque
I’a été dans les travaux de Bergmann de 2004. Cette étude a en effet mis en évidence, grace a
des expériences de Far-western blot, une fixation dose-dépendante de la GAPDH du
pneumocoque au plasminogéne [358]. Les auteurs ont confirmé ces résultats en réalisant des
experiences de résonance plasmonique de surface, durant lesquels ils ont mesure la fixation de
concentrations croissantes de plasminogene ou de plasmine sur la GAPDH immobilisée. Les

constantes de dissociations calculées a partir de ces résultats montrent que la GAPDH du
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pneumocoque présente une affinité dix fois plus élevée pour la plasmine que pour le

plasminogéne [358].

Comme présenté précédemment (I-vii-3-a) le recrutement de la plasmine en surface du
pneumocoque est un phénomene qui favorise 1’adhésion et I’invasion des tissus de 1’héte. 11
apparait comme probable que la GAPDH, du fait de sa capacité de liaison au plasminogene et

a la plasmine, soit I’un des récepteurs de surface impliqué dans ce mécanisme de virulence.
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I-ix- Présentation des travaux

I-ix-1- Interaction GAPDH-C1q

La possibilité que la GAPDH puisse avoir d’autres fonctions que celle de recrutement du
plasminogéne, ne peut étre exclue. En effet, la propension des GAPDH a établir des
interactions avec diverses protéines a été précédemment illustrée. Des résultats préliminaires
obtenus dans 1’équipe de notre collaborateur Philippe Frachet, a I’IBS, ont identifi¢ la
GAPDH humaine comme un potentiel ligand de C1q a la surface des cellules apoptotiques.
Les séquences des GAPDH du pneumocoque et humaine sont identiques a environ 50%, et
similaires a plus de 60% (Figure 1-23), la GAPDH du pneumocoque est ainsi plus proche de
I’humaine que de celle de E. coli (25% d’identit¢ de séquence, 39% de similarité de
séquence). L’homologie de séquence entre la GAPDH humaine et celle du pneumocoque, qui
sont toutes deux présentes a la surface cellulaire, nous a conduits a considérer le fait que la

GAPDH du pneumocoque puisse étre un ligand de C1qg.
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Figure 1-23 : Alignement des séqguences protéigues des GAPDH Hsa et Spn

Le degré de conservation des résidus est indiqué par le code couleur, GAPDH Hsa : GAPDH
humaine, GAPDH Spn : GAPDH du pneumocoque.
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En preéalable au travail présenté ici, nous avons réalise un crible d’interactions par ELISA,
basé sur le travail de Cécile Frolet [276], entre la GAPDH du pneumocoque recombinante et
diverses protéines humaines (Figure 1-24). Ce crible a montré que la GAPDH du
pneumocoque ne présente pas d’interactions avec des protéines de la matrice extracellulaire,
mais qu’elle semble en revanche étre reconnue par des protéines du systéme immunitaire

inné, dont C1q.
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Fiqure 1-24 : Crible d’interactions entre la GAPDH du pneumocoque et diverses

protéines humaines

Les différentes protéines humaines ou la BSA ont été immobilisés en triplicatas en plaque 96
puits (1 pg/puits). La fixation de la GAPDH du pneumocoque (1 pg) a été mesurée en utilisant un
anticorps anti-GAPDH Spn. Les valeurs de luminescence brutes, sont présentées (exprimées en
Unité Arbitraire) Une expérience représentative est présentée, les données montrées représentent
la valeur moyenne * E.S. des triplicatas.

Durant ce travail nous avons donc cherché a confirmer et a caractériser les interactions
entre les GAPDH (humaine et du pneumocoque) et C1q. Pour cela, nous avons produit de
maniere recombinante et purifie les GAPDH. Ces protéines recombinantes nous ont permis de
mettre en évidence les interactions GAPDH-C1q par des tests d’interaction en phase solide et
par une approche de pontage chimique en solution. Les interactions entre les GAPDH
recombinantes et C1q ont par la suite été caractérisées par des expériences de resonance
plasmonique de surface, qui ont montré des interactions de forte affinité entre les GAPDH et
C1q, médiees par les tétes globulaires de C1g. Nous avons également construit des mutants

chez les souches R6 et D39 du pneumocoque dont I’expression de GAPDH en surface est
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diminuée. L’utilisation de ces mutants pour des tests d’interaction en phase solide a permis de
mettre en évidence que la GAPDH localisée en surface du pneumocoque est impliquée dans la
reconnaissance de la bactérie par C1q.

I-ix-2- Activation du complément via I’interaction GAPDH-C1q

La possibilité d’une reconnaissance de ces deux GAPDH par Clq conduit a une autre
interrogation, a savoir quelles sont les conséquences de cette reconnaissance des GAPDH par
Clg? En effet, comme évoqué précédemment, les cellules apoptotiques doivent étre
reconnues comme étant du soi-altéré, leur prise en charge par le systtme immunitaire devant
induire une réponse anti-inflammatoire et tolérogene. Au contraire, la reconnaissance d’un
pathogéne comme le pneumocoque par le systétme immunitaire entraine une réponse
inflammatoire qui est nécessaire a son élimination. La GAPDH humaine étant un ligand
potentiel de C1q sur les cellules apoptotiques, il est envisageable que cette reconnaissance
conduise a une réponse anti-inflammatoire. Dans ce cas, il est 1égitime de s’interroger sur les
conséquences de la reconnaissance de la GAPDH du pneumocoque par Clq. En d’autres
termes, est-il possible que la GAPDH présente en surface du pneumocoque soit un moyen
utilisé par la bactérie pour se faire passer pour une cellule du soi-altéré, par mimétisme
moléculaire ? Auquel cas la GAPDH du pneumocoque aurait une autre fonction
moonlighting, elle permettrait de moduler la réponse immunitaire de I’hote en limitant
I’inflammation, facilitant 1’échappement au systéme immunitaire. On a vu que chez S.
agalactiae la GAPDH a une action immunomodulatrice, et sa surexpression par la bactérie
provoque une augmentation de la production d’IL-10 (une puissante cytokine anti-
inflammatoire) chez la souris, en lien avec une virulence accrue [430]. La GAPDH de S.
agalactiae semble donc capable d’induire une réponse anti-inflammatoire, ce qui renforce
I’intérét de 1’étude des conséquences des interactions entre les GAPDH humaine et du
pneumocoque et Clq.

Nous avons dans un premier temps évalué par un test biochimique la capacité des
GAPDH recombinantes a activer le complexe C1, et montré que seule la GAPDH du
pneumocoque provoque le clivage protéolytique de Cls, signe de 1’activation du complexe.
Nous avons confirme ces résultats par des tests de dép6t de C1qg, C4b et C3b sur les GAPDH
recombinantes a partir de sérum, qui ont montré que seule la GAPDH du pneumocoque
provoque ’activation du complément et induit le dépot de C4b et C3b. L’utilisation des

pneumocoques de souches sauvages et mutantes dans les tests de dépdét du complément a
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permis de confirmer que la reconnaissance de la GAPDH de surface du pneumocoque par
Clq participe a I’activation du complément et provoque le dépot de C4b et C3b en surface des
bactéries. Nous avons également tenté de développer un test de phagocytose du pneumocoque
pour étudier I’effet de la réduction de I’expression en surface de la GAPDH chez les mutants

sur I’opsonisation par C3b.

I-ix-3- Effet conjugué de la liaison de C1q et du plasminogeéene sur la GAPDH

La GAPDH du pneumocoque étant capable de fixer le plasminogéne et la plasmine, nous
avons cherché a évaluer ’effet de ce recrutement d’une protéase de 1’hdte sur 1’activation du
complément induite lors de la reconnaissance de la GAPDH par C1q. Les résultats obtenus
lors de tests de dépbt de Clqg, C4b et C3b en présence de plasminogene ou de plasmine
montrent que le recrutement de cette protéase n’inhibe pas I’interaction avec Clq et peut
méme augmenter la fixation de C1q a la GAPDH. Nous avons cependant mis en évidence que
lorsque la plasmine est recrutée par la GAPDH, le dép6t de C4b et C3b est réduit. La
diminution de I’opsonisation par C3b grace a I’activité protéolytique de la plasmine participe

ainsi probablement a I’échappement a la phagocytose.

I-ix-4- Déterminants moléculaires de linteraction GAPDH-C1q

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont montré que les GAPDH humaine et du
pneumocoque sont toutes deux reconnues par Clg mais que seule la GAPDH du
pneumocoque active le complément. Nous avons donc cherché a étudier les interactions entre
la GAPDH du pneumocoque et Clq dans I’espoir de mettre en évidence, par comparaison
avec la GAPDH humaine, les déterminants structuraux impliqués dans 1’activation du
complexe Cl1, afin de comprendre comment Clq discrimine ses ligands pour n’activer le
complément qu’en cas de reconnaissance d’un ligand signalant un danger. Dans le cadre de ce
travail nous avons produit et purifié des quantités de GAPDH du pneumocoque recombinante
suffisantes pour permettre la résolution de sa structure cristallographique par nos
collaborateurs Christophe Moreau et Christine Gaboriaud (IBS, groupe IRPAS). En paralléle
une approche de «peptide mapping » a été appliquée pour identifier des séquences
peptidiques de la GAPDH susceptibles d’interagir avec Clq. La combinaison des résultats
obtenus avec la structure cristallographique de la GAPDH a permis de mettre en évidence
plusieurs residus chargés ou polaires potentiellement impliqués dans 1’interaction entre la
GAPDH du pneumocoque et C1g. La substitution de ces résidus par des acides aminés non-

polaires a été réalisée par mutagénése dirigée. Les mutants simples ainsi obtenus ont été
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produits et purifiés. Les expériences d’interaction en phase solide menées jusqu’a présent
avec ces formes mutantes n’ont pas permis de mettre en évidence de différence de fixation a
Clq.

I-ix-5- Mécanismes d’export de la GAPDH chez le pneumocoque

Jusqu’a présent, aucune étude n’avait été menée afin de déterminer comment la GAPDH
du pneumocoque transite depuis le cytoplasme vers la surface de la bactérie. Au cours de ce
travail nous avons donc cherché a ¢élucider le mécanisme d’export de la GAPDH du
pneumocoque. Ayant exclu les mécanismes de sécrétion actifs généralement impliqués dans
I’export de protéines, nous avons entrepris de tester I’hypothése selon laquelle la GAPDH
pouvait étre relarguée par la lyse bactérienne au cours de la croissance. Pour cela nous avons
mesuré et comparé la quantité de GAPDH présente en surface de pneumocoque de souche R6
et d’un mutant de délétion du géne IytA, qui ne présente pas d’activité autolytique. Nous
avons fait de méme pour la souche R6 cultivée en présence ou en absence de choline, qui
permet d’inhiber la fixation de la plupart des hydrolases du peptidoglycane a la surface de la
bactérie, ces enzymes impliquées dans la lyse bactérienne étant pour la plupart des CBP chez
le pneumocoque. Les résultats obtenus montrent que I’inhibition de la lyse chez le
pneumocoque réduit drastiquement 1’expression de GAPDH en surface, confirmant que c’est
bien la lyse qui permet le relargage de cette protéine cytoplasmique. En utilisant des tests
d’interaction en phase solide et en solution sur des sacculi de pneumocoque, nous avons

également pu mettre en évidence que la GAPDH se lie au peptidoglycane de la bactérie.
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lI- Matériel et méthodes
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Il-i- Souches, vecteurs et milieux de culture

lI-i-1- Souche d’E. coli
Deux souches bactériennes d' Escherichia coli ont été utilisées pour cette étude :

- E. coli XL-10gold (Stratagene) : endAl ginV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte
A(merA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 tet® F'[proAB lacl%ZAM15 Tnl10(Tet® Amy Cm®)]

- E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL (Stratagene) : F ompT hsdSg(rs” mg’) dem lon Tet®
gal M(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) endA Hte [argU ileY leuW CamF]

lI-i-2- Souches de pneumocoque

La souche de Streptococcus pneumoniae R6 utilisée dans cette étude est un dérivé non
capsulé de la souche R36A (Rockfeller University), elle-méme dérivée de 1’isolat clinique de
sérotype 2 D39. La souche sauvage R6-WT et le mutant R6-HBtail ont été cultivés en milieu
Todd Hewitt (BD Sciences), en conditions anaérobie.

[1-i-3- Vecteurs

lI-i-3-a- Le vecteur pLIMO1

Le vecteur pLIMO1 est dérivé du vecteur d’expression pLX02 de PX Therapeutics
(Grenoble), lui-méme adapté du vecteur pQES8O. Il présente une cassette de résistance a
I’ampicilline et un site de clonage sans ligase (LIC) permettant de fusionner six résidus
histidine du c6té N-terminal de la protéine d’intérét. Le site de clonage est précédé d’un
promoteur TS5, d’un opérateur lactose ainsi que d’'un RBS (Ribosome Binding Site). Ce
plasmide porte le gene laclq qui permet de réprimer la transcription du géne par fixation du
répresseur Lacl au niveau de 1’opérateur lactose. En présence d’IPTG celle-ci fixe le

répresseur, I’ADN polymérase T5 d’E.coli peut alors transcrire le géne d’intérét.

[I-i-3-b- Le vecteur pETDuet

Le vecteur pETDuet présente une cassette de résistance a I’ampicilline et deux sites de
clonage nommés MCS1 et MCS2 (pour Multiple Cloning Sites). Chacun d’eux est précédé
d’un promoteur T7, d’un opérateur lacctose et d’un RBS. Le MCS1 permet 1’ajout d’une
séquence codant pour une étiquette poly-histidine en amont du géne a cloner. Le MCS2,
permet I’ajout d’une séquence codant pour un S-Tag en aval du géne a cloner, celui-ci étant

suivi d’un codon stop. Ce plasmide porte le géne lacl qui permet de réprimer la transcription
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du geéne par fixation du répresseur Lacl au niveau de I’opérateur lactose. L’induction par
I’IPTG de I’expression de protéines a partir de ce plasmide n’est cependant pas directe, et
nécessite la présence du phage DE3 qui permet I’expression de I’ADN polymérase T7, placée

sous le contrdle d’un promoteur lacUVS5 inductible par I'IPTG.

[l1-i-4- Constructions

lI-i-4-a- Clonage de la GAPDH du pneumocoque

La GAPDH du pneumocoque a été clonée dans le plasmide pLIMO1 par Anne-Marie Di
Guilmi. De I’ADN génomique obtenu a partir de la souche D39 de S. pneumoniae a éte utilisé
comme matrice pour 1’amplification du géne gapA (sp2012) par PCR conventionnelle. Le
produit PCR obtenu et le plasmide de d’estimation pLIMO1 préalablement linéarisé ont été
traité avec I’ADN polymérase T4 puis hybridés, selon la méthode de clonage indépendant de
la ligase (LIC). La construction obtenue, pLIM01-GAPDHSpn, code pour la GAPDH du
pneumocoque complete fusionnée a une étiquette poly-histidine (6xHis) du c6té N-terminal.
Un site de clivage a la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) est inséré entre 1’étiquette 6xHis et
la séquence de la GAPDH.

lI-i-4-b- Clonage de la GAPDH humaine

La GAPDH humaine a été clonée dans le MCS1 du plasmide pETDuet par Philippe
Frachet. Un cDNA commercial (GAPDH, NCBI Reference Sequence NM_002046, human
cDNA clone, Origene) a été utilise comme matrice pour I’amplification du géne gapdh par
PCR conventionnelle, la séquence codant pour le site de clivage a la TEV a été ajouté a
I’extrémité 5 lors de la procédure. Le produit PCR obtenu a été cloné dans le MCS1 du
plasmide pETDuet (Novagen) afin de fusionner une étiquette poly-histidine (6xHis) a
I’extrémité N-terminal de la GAPDH humaine. Le vecteur obtenu a ét¢ nommé pETDuet-
GAPDHHsa.

[I-i-4-c- Construction du produit PCR destiné a introduire la mutation gapA-HBtail
chez le pneumocoque

Le plasmide pLIM01-GAPDHSpn a été utilisé comme matrice afin d’insérer la séquence
codant la queue hydrophobe IVLVGLVMLLLS directement en 3’ de gapA. Une mutagenése
par PCR a été réalisée en utilisant les amorces 1 et 2 (Annexe 1) introduisant la séquence

voulue.
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Afin de remplacer le géne gapA par gapAHBtail dans le génome du pneumocoque, un
produit PCR permettant une recombinaison homologue a ensuite €té construit. Dans un

premier temps, trois fragments différents ont été amplifiés :

- un fragment a partir de pLIM01-GAPDH-HBtail en utilisant les amorces 3 et 4,

- un fragment codant pour la chloramphénicol N-acétyl transférase, enzyme conférant la
résistance au chloramphénicol, a partir de pR326 en utilisant les amorces 5 et 6,

- un fragment correspondant a la séquence en aval de gapA dans le génome & partir

d’ADN génomique de R6 en utilisant les amorces 7 et 8.

Les amorces ayant été construites pour générer des fragments chevauchants, le produit

final a été amplifié par PCR a partir de ces trois fragments avec les amorces 3 et 8.

[1-i-5- Milieux de culture

Les souches E. coli sont cultivées en milieu riche.
Milieux liquides :

- Lysogeny Broth (LB) : contenant 10 g de Bacto-Tryptone, 5 g de Bacto-Yeast extract
et 5 g de NaCl par litre (milieu destiné aux précultures).

- Terrific Broth (TB) : contenant 12 g de Bacto-Tryptone, 24 g de Bacto-Yeast Extract
et 4 ml de glycérol par litre (milieu destiné aux cultures).

- Super Optimal Broth (SOB) : contenant 20 g de Bacto-Tryptone, 5 g de Bacto-Yeast
Extract, 0,5 g de NaCl et 2,5 mL de 1 M KCI par litre auxquels sont ajoutés 10 mL de
1 M MgCl,.

- Super Optimal Broth with Catabolite repression (SOC) : contenant du SOB
supplémenté de 20 mL de 1 M glucose stérile (milieu utilisé pour les cultures

bactérienne fraichement transformées).
Milieu solide :

- LB supplémenté de 15 g d’agar.
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Les souches S. pneumoniae sont cultivées en milieu riche.

Milieu liquide Todd Hewitt Broth (TH, BD Sciences) : contenant 3,1 g d’infusion de
cceur de beeuf (solide), 20 g de Peptone, 2 g de dextrose, 2 g de NaCl, 0,4 g de
NazPOy, 2,5 g de Na,COg par litre.

Milieu solide Columbia Blood Agar (CBA, BD Sciences) : contenant 12 g de Pantone,
6 g de Bitone H Plus, 3 g de Peptone, 1 g d’amidon, 5 g de NaCl et 12 g d’Agar par
litre auxquels sont ajoutés 40 mL de sang de cheval défibriné.

lI-i-6- Antibiotiques

L'ampicilline (Euromedex) est ajoutée aux milieux de culture de E. coli a une

concentration finale de 100 pg/mL. Le chloramphénicol (Euromedex) est si necessaire ajouté

aux milieux de culture de S. pneumoniae a une concentration finale de 3,4 pg/mL.
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Il-ii- Technigues de biologie moléculaire

lI-ii-1- Mutagenése
Les mutations ont été introduites dans le vecteur pLIM01-GAPDHSpn par mutagenése

dirigée par PCR a I’aide du kit QuickChange® II XL commercialis¢ par Stratagene.
Mélange réactionnel:

10 ng de matrice ADN (vecteur pLIMO1-GAPDHSpn)
125 ng oligonucléotide F

125ng oligonucléotide R

1 pul ANTP mix

5 pl Tampon de réaction 10X

3 pl Quick solution

34,5 ul H20

+ 1pl Pfu Ultra (2,5 U/pl)

La mutagenése nécessite 18 cycles PCR des étapes suivantes:

- Dénaturation de la matrice a 98°C durant 50 secondes

- 50 secondes d’hybridation spécifique des oligonucléotides a une température
fonction de la composition en AT et GC de ces derniers

- Elongation a 68°C avec ’ADN polymérase a raison de 1 min par kilobase

d’ADN

Le produit PCR est ensuite digéré 1h a 37°C par ’enzyme Dpnl qui a pour particularité de
digérer uniqguement I’ADN méthylé, donc la matrice ADN. Le produit PCR traité a la Dpnl

peut ensuite servir a transformer les bactéries E. coli XL-10 gold compétentes.

lI-ii-2- Transformation des cellules compétentes

[I-ii-2-a- Transformation dans E. coli

1 pl de PCR de mutagenése est incubé en présence de 50 pl de cellules compétentes
pendant 30 minutes dans la glace, puis soumis a un choc thermique a 42°C pendant 45
secondes. Les cellules sont ensuite placées dans la glace durant 2 minutes puis incubées
durant 1h & 37°C sous agitation dans 450 pl de milieu SOC. Les 500 pL de cultures
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bactériennes sont finalement étalé sur boite de pétri contenant du LB agar supplémenté de 100

pug/mL d’ampicilline. Les boites sont ensuite incubées a 37°C toute la nuit.

lI-ii-2-b- Transformation dans S. pneumoniae R6

Pour la transformation dans la souche R6, 100 L de cellules compétentes ont été diluées
avec 900 pL de C-medium. Environ 100 ng de produit PCR a ensuite été ajouté et les cellules
incubées 30 min a 30°C puis 2h a 37°C et enfin 10 min a 4°C. Les transformant ont été
sélectionnés sur boite Columbia Blood Agar (4% sang de cheval défibriné) supplémenté de
3,4 ug/mL de chloramphénicol. La présence de I’insertion dans le génome a été vérifiée par

PCR avec les amorces 3 et 8 et la localisation correcte avec les amorces 9 et 10.

lI-ii-3- Mini préparation d’ADN plasmidique et séquencage

Pour chaque vecteur réalisé, deux colonies ont été sélectionnées aléatoirement et
cultivées 16h a 37°C dans 4 ml de LB contenant 100 pg/mL d’ampicilline. 1 ml de cette
culture permet de constituer un stock glycérolé conserve a -80°C et sur les 3 ml restants,
I’ADN plasmidique est extrait a I’aide du kit Nucleospin Plasmid QuikPure (Stratagene).
Chacun des vecteurs réalises lors de cette étude a été vérifié par sequencage (Beckman
Coulter).
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ll-iii- Techniques biochimigues

lI-iii-1- Production des protéines recombinantes

Une culture en phase stationnaire de la souche d’Escherichia coli BL21(DE3)RIL
(Stratagene) transformée avec le plasmide approprié est utilisée pour inoculer 1 L de milieu
Terrific Broth + ampicilline (100 pg/mL) et cultivé 3h a 37°C. La production de protéine
recombinante est induite par ajout de 1 mL d’IPTG a 0.5M et la culture est poursuivie 16h a
15°C. Les cultures sont ensuite centrifugés 10 minutes a 4000 g et 4°C, les culots repris dans
50 mL d’un tampon 50 mM Tris / 200 mM NaCl / 20 mM Imidazole (pH 8,0) contenant une
pastille de Complete EDTA-free (Roche) et lysés par sonication. Les lysats sont centrifugés

20 minutes a 40000 g et 4 °C et le surnageant récupéré pour purification.

lI-iii-2- Purification des protéines recombinantes
La purification est réalisée par chromatographie d’affinité au nickel sur une colonne
HisTrap (1 ml) (GE Healthcare), le lavage est effectué avec 45 ml d’un tampon 50 mM Tris /
200 mM NaCl / 20 mM Imidazole (pH 8,0), I’¢lution est réalisée en trois paliers de 10 ml
avec des concentrations d’Imidazole a 60 mM, 100 mM et 300 mM d’Imidazole. Apres
¢électrophorese sur gel polyacrylamide 12.5% en conditions dénaturantes d’échantillons des
fractions d’intérét identifiées sur le chromatogramme, les fractions contenant la protéine sont
rassemblées et concentrées sur une unité de concentration Amicon Ultra-15 10 kDa (Merck
Millipore). Une chromatographie d’exclusion de taille est ensuite réalisée sur une colonne
Superdex 200 (GE healthcare) avec un tampon de course 10 mM HEPES / 150 mM NacCl / 2
mM CaCl, (pH 7,4).
Les concentrations sont estimées par spectrométrie a partir de 1’absorbance a 280 nm. Ces
mesures sont réalisées a 1’aide d’un appareil NanoVue (GE Healthcare), permettant

’utilisation d’un tres faible volume d’échantillon, soit de 2 ul.

lI-iii-3- Analyse des protéines par électrophorese en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE)

Les échantillons protéiques sont incubés avec une solution de bleu Laemmli de
concentration finale 1X (Composition 1X : 62,5mM Tris pH 6,8 / 0,4% SDS / 650 mM -
mercaptoéthanol / 10% glycérol / 0,1% bleu de bromophénol) puis chauffés a 100°C durant
10 minutes. Les échantillons sont ensuite chargés sur des gels de polyacrylamide 12,5%. La
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migration est réalisée a 200V dans un tampon d’¢lectrophorese réalisé au laboratoire (25 mM
Tris /0,1% SDS / 192 mM Glycine).

[I-iii-4- Coloration des protéines au bleu de Coomassie
Le gel de protéine est plongé durant 30 minutes dans une solution de coloration (50%
éthanol, 8% acide acétique, 0.25% Coomassie R250) puis rincé a ’cau et décoloré par une

solution de décoloration (5% éthanol, 7,5% acide acétique).

[I-iii-5- Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Les protéines séparées par SDS-PAGE sont electro-transférées sur une membrane de
nitrocellulose (BioRad) a un voltage de 100V durant 30 minutes. Le transfert est réalisé a
froid en présence d’un tampon TransBlot réalisé au laboratoire (25 mM Tris / 190 mM

Glycine).

ll-iii-6-Immunorévélation des protéines sur membrane de nitrocellulose
(Western blot)

Les membranes de nitrocellulose sont saturées dans une solution de PBS / 0,3% Tween 20
/ 5% lait durant une heure. Les membranes de nitrocellulose sont incubées durant 1h avec des
anticorps primaires polyclonaux anti-C1q, ou anti-C3 (Abcam ab97462) qui ont été produits
chez des lapins. Ces anticorps sont utilisés dilués au 1/5000°™ dans une solution de PBS /
0,3% Tween 20 / 5% lait. Aprés 3 lavages au PBS / 0,3% Tween 20, la membrane est incubée
durant 1h avec des anticorps secondaires anti-lapin couplés & la HRP dilués au 1/10000°™
dans une solution de PBS / 0,3% Tween 20 / 5% lait. Les membranes de nitrocellulose sont
ensuite lavées 3 fois par une solution de PBS / 0,3% Tween 20, puis révélées par

chimioluminescence (ECL, Pierce).

lI-iii-7- Immobilisation de peptides sur membrane de nitrocellulose

Les peptides synthétisés par la société Millegen (voir annexe 3) sont solubilisés dans 1’eau
a une concentration de 100 pg/mL. 10 pg de chaque peptide, de GAPDH du pneumocoque
recombinante, ou de BSA, soit 100 pL de solution a 100 pg/mL, sont immobilisés sur une
membrane de nitrocellulose préalablement équilibrée en PBS. L’immobilisation est réalisée
gréace a un dispositif Dot Blotter (Denville Scientific) qui permet de drainer les solutions de
peptides a travers la membrane en formant des spots de 3 mm de diamétre. Les spots sont

ensuite lavés par 200 pL de PBS avant utilisation de la membrane.
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[I-iii-8- Immunorévélation d’interactions protéines-peptides sur membrane de
nitrocellulose (Dot blot)

Les membranes de nitrocellulose sont saturées dans une solution de PBS / 0,3% Tween 20
/ 5% lait durant une heure. Les membranes de nitrocellulose sont ensuite incubées durant 2h
avec une solution a 10 pg/mL de Clqg (IBS, groupe IPAS) ou de plasminogéne (Sigma-
Aldrich P7999) dans un tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CacCl, / 0,2%
gelatine / 0,05% Tween 20 (pH 7,4). Aprés 3 lavages au PBS / 0,3% Tween 20, Les
membranes de nitrocellulose sont incubées durant 1h avec des anticorps primaires
polyclonaux anti-C1q, ou anti-Plg (Abcam ab6189), produits respectivement chez le lapin et
la chévre. Ces anticorps sont utilisés dilués au 1/5000°™ dans une solution de PBS / 0,3%
Tween 20 / 5% lait. Apres 3 lavages au PBS / 0,3% Tween 20, la membrane est incubée
durant 1h avec des anticorps secondaires anti-lapin ou anti-chevre couplés a la HRP dilués au
1/10000°™ dans une solution de PBS / 0,3% Tween 20 / 5% lait. Les membranes de
nitrocellulose sont ensuite lavées 3 fois par une solution de PBS / 0,3% Tween 20, puis
révélées par chimioluminescence (ECL, Pierce).

lI-iii-9- Déplétion des IgG sériques

Le sérum humain normal (NHS), résultant du mélange des séra obtenu a partir de
prélevements de sang de trois donneurs, est déplété de ses IgG par un traitement sur Protéine
A-Sepharose réalisé a température ambiante. 250 mg de Protéine A-Sepharose CL-4B (GE
healthcare 17-0780-01) sont resuspendus dans 1’cau et la suspension est transférée dans une
colonne en plastique équipée d’un verre fritté. Aprés sédimentation, la résine est lavée avec
50 mL d’eau, puis équilibrée avec 15 mL d’un tampon 10 mM HEPES / 150 mM NacCl / 2
mM CaCl, (pH 7,4). 1 mL de NHS est ensuite ajouté a la résine et incubé pendant 5 minutes.
Le sérum déplété en IgG (NHSAIgG) est ensuite exclu de la résine par I’ajout de 1 mL de
tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4) et colecté. Les IgG fixées a la
Protéine A-Sepharose sont éluées par un traitement a 1’aide de 2 mL de tampon 100 mM
Glycine (pH 3,0). L’absence d’IgG dans le NHSAIgG est vérifiée par SDS-PAGE coloré au

bleu de Coomassie et Western blot.

lI-iii-10- Mesure d’activité plasmine

La GAPDH recombinante du pneumocoque est immobilisée en plaque 96 puits high
binding transparente (Greiner 655081) par adsorption pendant 16h a 4°C de différentes
quantités de protéine (0,1;0,5; 1;5; 10 pg) diluées dans 100 pL de tampon PBS. 10 pg de
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BSA (Sigma-Aldrich A7030) sont immobilisés dans les mémes conditions comme controle
négatif. Chaque puits est ensuite saturé pendant 30 minutes & température ambiante avec 100
pL de PBS / 1% BSA. Apres 3 lavages au PBS, 50 pL de PBS contenant ou non 2 pg de
plasminogeéne (Sigma-Aldrich P7999) sont ajoutés dans chaque puits et incubés pendant 45
minutes a 37°C. Aprés 3 lavages au PBS, 50 uL d’une solution a 50 nM de streptokinase
(Sigma-Aldrich S8026) en PBS sont ajoutés dans chaque puits et incubés pendant 30 minutes
a température ambiante. Apres 3 lavages au PBS, 50 uL d’une solution a 500 uM de N-(p-
Tosyl)-Gly-Pro-Lys 4-nitroanilide acetate (un substrat chromogénique de la plasmine) en PBS
sont ajoutés dans chaque puits et incubés pendant 30 minutes a 37°C. L’absorbance a 410 nm
est ensuite mesurée dans chaque puits a 1’aide d’un lecteur de plaques multipuits FluoStar
OPTIMA (BMG Labtech). Le controle positif consistant en un mélange de 2 pg de
plasminogéne, 50 nM de streptokinase et 500 uM de N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-Lys 4-nitroanilide
acetate dans 50 puL de PBS est préparé indépendamment et ajouté dans la plaque 96 puits

avant la lecture.

[I-iii-11- Mesure du dép6t du complément et des IgG sur les GAPDH

Le dep6t de protéines du complément ou des IgG lors du traitement des GAPDH avec du
sérum a été mesuré dans des plaques 96-puits high binding blanches (Greiner 655061).Dans
chaque puits, 1 pug de GAPDH Spn, GAPDH Hsa ou gélatine dilués dans 100 puL de tampon
10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CacCl, (pH 7,4) sont incubés pendant 16h a 4°C. Les
puits sont ensuite saturés pendant 1h a température ambiante avec 100 uL de tampon 10 mM
HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CacCl, / 0,2% gelatine (pH 7,4). Le sérum (NHS, NHSAClq
(Calbiochem 234401), NHSAIgG) dilué au 1/25°™ en tampon 10 mM HEPES / 150 mM
NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4), ou le tampon seul, est ensuite ajouté a chaque puits et incubé
1h30 a température ambiante. Le dépdt de Clq, C4b, C3b ou d’IgG est détecté en ajoutant
100 pL par puits d’anticorps primaires polyclonaux anti-C1q, anti-C4 (Abcam ab48612), anti-
C3 (Abcam ab97462) ou anti-lgG (Abcam ab48386) dilués au 1/1000°™ en tampon 10 mM
HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, / 0,02% gelatine (pH 7,4) pour 1h a température
ambiante, suivi d’anticorps secondaires anti-lapin couplés a la HRP dilués au 1/1000°™ en
tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, / 0,02% gelatine (pH 7,4). Le test est
révélé avec 100 uL d’ECL (Pierce) et la luminescence est mesurée dans chaque puits a I’aide
d’un lecteur de plaques multipuits FluoStar OPTIMA (BMG Labtech). Entre chaque étape 3
lavages avec 100 pL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4) sont

effectués. Pour les tests de dépot en présence de plasmine, 4 pug de plasminogéne (Sigma-
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Aldrich P7999) dilué dans 100 pL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl,
(pH 7,4) ou le tampon seul sont ajoutés dans chaque puits et incubés 45 minutes a 37°C apres
I’étape de saturation. Pour provoquer 1’activation du plasminogeéne en plasmine, 50 nM de

streptokinase (Sigma-Aldrich S8026) sont ajoutés a la dilution de sérum.

[I-iii-12- Mesure du dép6t du complément sur le pneumocoque

Le dépobt de protéines du complément lors du traitement du pneumocoque avec du sérum a
été mesuré dans des plaques 96-puits high binding blanches (Greiner 655061).Dans chaque
puits, 100 pL d’une suspension a 100.10° CFU de R6-WT ou R6-HBt par mL en tampon 10
mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4) (ou 100 pL du méme tampon contenant
0,2% de gelatine) sont incubés pendant 2h a température ambiante. Les puits sont ensuite
saturés pendant 1h a température ambiante avec 100 uL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM
NaCl / 2 mM CaCl, / 0,2% gelatine (pH 7,4). Le sérum (NHS, NHSAClq (Calbiochem
234401), NHSAIgG) dilué au 1/25°™ en tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM
CaCl, (pH 7.,4), ou le tampon seul, est ensuite ajouté a chaque puits et incubé 1h30 a
température ambiante. Le dépot de Clq, C4b et C3b est détecté en ajoutant 100 pL par puits
d’anticorps primaires polyclonaux anti-C1lg, anti-C4 (abcam ab48612) ou anti-C3 (Abcam
ab97462) dilués au 1/1000°™ en tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, /
0,02% gelatine (pH 7,4) pour 1h a température ambiante, suivi d’anticorps secondaires anti-
lapin couplés & la HRP dilués au 1/1000°™ en tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2
mM CaCl, / 0,02% gelatine (pH 7,4). Le test est révélé avec 100 pL. d’ECL (Pierce) et la
luminescence est mesurée dans chaque puits a 1’aide d’un lecteur de plaques multipuits
FluoStar OPTIMA (BMG Labtech). Entre chaque étape 2 lavages avec 100 uL de tampon 10
mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7.,4) sont effectués.

lI-iii-13- Tests d’interaction et de compétition en phase solide

Les tests d’interaction en phase solide sont réalisés dans des plaques 96-puits high binding
blanches (Greiner 655061). Pour 1’adsorption des protéines, la quantité requise de Clq (IBS,
groupe IRPAS), plasminogéne (Sigma-Aldrich P7999) ou gelatine (Sigma-Aldrich 48723)
diluées dans 100 pL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4) est
incubée pendant 16h a 4°C pour permettre 1’adsorption des protéines. Chaque puits est ensuite
saturé pendant 1h avec 200 pL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, /
0,2% gelatine (pH 7,4), apres quoi 100 pL d’une solution contenant 1 pg de GAPDH Spn

native recombinante ou de chaque mutant, ou 1 pg de GAPDH Spn et la quantité requise de
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plasminogéne pour les tests de compétition, sont ajoutés dans chaque puits et incubés pendant
1h. La fixation de la GAPDH est ensuite détectée par I’ajout d’un anticorps de lapin anti-
GAPDH Spn dilué au 1/2000° dans 100 pL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2
mM CaCl, / 0,02% gelatine (pH 7,4) pendant 1h, puis par un anticorps anti immunoglobulines
de lapin couplé a la HRP, dilué au 1/12000° dans 100 puL de tampon 10 mM HEPES / 150
mM NaCl / 2 mM CaCl, / 0,02% gelatine (pH 7,4) incubé pendant 1h. Le test est révélé avec
100 uL d’ECL (Pierce) et la luminescence est mesurée dans chaque puits a I’aide d’un lecteur
de plaques multipuits FluoStar OPTIMA (BMG Labtech). Toutes les étapes apres adsorption
des protéines sont réalisées a température ambiante, entre chaque étape 3 lavages avec 100 puL
de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4) sont effectués. Pour les
tests de compétition avec les peptides de GAPDH, la quantité voulu de chaque peptide est
diluée dans 100 pL de tampon 10 mM HEPES / 150 mM NaCl / 2 mM CaCl, (pH 7,4) et
incubée 1h dans chaque puits, avant ajout de 1 pg de GAPDH.

lI-iii-14- Test de compétition par SPR

Les mesures de Résonance Plasmonique de Surface sont réalisées en utilisant un appareil
Biacore 3000 (Biacore AB). La GAPDH du pneumocoque recombinante (1,8 ug)
estimmobilisé de maniere covalente a la matrice de dextran d’une sensorchip CMS5 via les
groupements amines (amine coupling kit, Biacore AB). La surface de dextran
carboxymethylée est activée par I’injection de 60 pL d’une mixture de 0,2 M EDC (N-ethyl-
N’-(diethylamino-propyl)carbodiimide) et 0,05 M NHS (N-hydroxysuccinimide). La protéine
est injectée diluée dans un tampon 10 mM acétate de sodium (pH 5,0). Les groupements N-
hydroxysuccinimide esters n’ayant pas réagi sont ensuite bloqués par I’injection de 80 puL de
1 M éthanolamine HCI (pH 8,0). Toutes les étapes d’immobilisation sont réalisées a un débit
de 10 pL/min. le niveau d’immobilisation de la GAPDH est d’environ 10000 RU. Aucune
protéine n’est immobilisée sur la piste contréle qui subi uniquement les étapes d’activation et
de blocage. Le tampon de course utilisé pour les immobilisations est un tampon HBS-EP (10
mM HEPES / 150 mM NaCl / 3 mM EDTA / 0.005% détergent P20 (pH 7,4)).

Les tests de liaison sont réalisés a 25°C dans un tampon HBS-CP (10 mM HEPES / 150
mM NaCl / 2 mM CaCl;, / 0.005% detergent P20 (pH 7,4)). Le plasminogéne (Sigma-Aldrich
P7999) ou C1q, au préalable dialysés contre le tampon HBS-CP, sont injectés a 10 nM a un
débit de 30 puL/min. Le mélange équimolaire 10 nM plasminogéne / 10 nM C1q est injecté au

méme debit. Dans toutes les expériences les phases d’association durent 180 secondes et
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celles de dissociation 300 secondes. La surface est ensuite régénéerée par plusieurs injections
courtes de 10 mM NaOH. Les données obtenues sur la piste contrdle sont automatiquement
soustraites a celles de la piste ou la GAPDH est immobilisé.
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lll- Etude des interactions GAPDH-C1q :

caractérisation et impact sur laréponse immune
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Ill-i- Présentation

La GAPDH du pneumocoque est une protéine « moonlighting » présente en surface de la
bactérie et qui est impliquée dans le recrutement du plasminogéne, un processus qui facilite
I’invasion des tissus de 1’hote. Les GAPDH étant souvent capables d’interagir avec de
multiples partenaires dans le cadre de leurs fonctions « moonlighting », nous avons cherché a

déterminer si la GAPDH du pneumocoque pouvait interagir avec d’autres protéines de 1’hote.

Nos collaborateurs Phillipe Frachet et Pascale Tacnet (IBS, groupe IRPAS) ayant mis en
évidence que la GAPDH humaine exposée en surface des cellules apoptotiques est un ligand
de C1q, nous avons émis I’hypothése que la GAPDH du pneumocoque, qui présente environ
50% d’identité de séquence avec la GAPDH humaine, pouvait étre un ligand de C1lqg en
surface du pneumocoque. Cette hypothese nous conduit a envisager que la GAPDH du
pneumocoque pourrait, par un mécanisme de mimétisme moléculaire, permettre au
pneumocoque de se faire passer pour une cellule du soi, et ainsi limiter la réponse
immunitaire. Nous avons donc dans un premier temps cherché a déterminer si la GAPDH du
pneumocoque interagit avec C1q puis a étudier les conséquences de la reconnaissance des

GAPDH humaine et du pneumocoque par C1q sur la réponse immunitaire.

Au cours de ce travail nous avons démontré et caractérisé par des approches biochimiques
les interactions des GAPDH humaine et du pneumocoque avec C1g. Nous avons également
montré grace a des mutants réduisant son export que la GAPDH du pneumocoque est
impliquée dans la reconnaissance de la bactérie par Clq. La combinaison d’approches
biochimique et génétique a permis de montrer que la reconnaissance de la GAPDH en surface
du pneumocoque par C1q permet I’activation du complément et I’opsonisation de la bactérie
par C3b alors que la GAPDH humaine, méme si reconnue par C1q n’induit pas I’activation du
complément. Nous avons par la suite observé que la capacité de recrutement de la plasmine de
la GAPDH du pneumocoque peut lui permettre de compenser cette activation du complément,

en limitant 1’opsonisation par C3b grace a 1’activité protéolytique de la plasmine.
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ll-ii- Article n°1

Human and pneumococcal cell surface GAPDH proteins are both

ligands of human C1qg.*
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Background: C1q is a major molecule of the immune innate system. GAPDH exposed at the

surface of cells is associated to the virulence of pathogens
Result: C1qg binds GAPDH on human apoptotic and on pneumococcal cells.

Conclusion: GAPDH is a C1q ligand. Pneumococcal GAPDH - Clq interaction leads to

complement activation.

Significance: This might bring new insights into host defense against pathogens.
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SUMMARY

Clq, a key component of the classical complement pathway, is a major player in the
response to microbial infection and has been shown to detect noxious altered-self
substances like apoptotic cells. In this work, we identified, using complementary
experimental approaches, the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as
a Clq partner when exposed at the surface of the human pathogenic bacteria
Streptococcus pneumoniae and human apoptotic cells. The membrane-associated
GAPDH on HeLa cells binds the globular regions of C1q as demonstrated by pull-down
and cell surface co-localization experiments. Pneumococcal strains deficient in surface-
exposed GAPDH harbor a decreased level of C1qg recognition when compared to the
wild-type strains. Both recombinant human and pneumococcal GAPDHSs interact avidly
with C1q as measured by SPR experiments (Kp = 0.34 to 2.17 nM). In addition, GAPDH-
C1qg complexes were observed by transmission electron microscopy after cross-linking.
The purified pneumococcal GAPDH protein activates C1 in an in vitro assay unlike the
human form. Deposition of C1g, C3b and C4b from human serum at the surface of
pneumococcal cells is dependent on the presence of surface-exposed GAPDH. This
ability of C1q to sense both human and bacterial GAPDHs sheds new insights on the

role of this important defense collagen molecule in modulating the immune response.
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INTRODUCTION

The soluble defense collagen Clq, as a major actor of the classical complement pathway,
plays a crucial role in the response to microbial infection. However its importance has been
reinforced by the discoveries of its capacities to detect a wide variety of noxious altered-self
substances, such as beta-amyloid fibrils, the pathological form of the prion protein, apoptotic
and necrotic cells, or modified forms of the low-density lipoprotein (1-8). Interestingly, unlike
the other complement proteins, C1q is produced by macrophages and immature dendritic
cells. Numerous studies have shown that Clq influences the phagocyte “status” through
regulation of cytokine expression (7,8), and it may be involved in the non-immunogenic
presentation of self-antigens through its ability to modulate maturation of dendritic cells (9).
C1q globular regions (GR) mediate the binding to various molecules exposed at the surface of
apoptotic cells such as phosphatidylserine, DNA, calreticulin and annexins A2 and A5 (10-
15). Opsonisation with Clq facilitates the phagocytosis of pathogens and apoptotic cells,
leading to different and appropriate adaptive responses (pro-inflammatory/immunogenic
versus anti-inflammatory/tolerogenic). Consequently, pathogens might recruit C1q to subvert
the host immune response by exploiting a tolerating outcome. To test this hypothesis, we
looked for Clqg ligands present at the surface of apoptotic cells that could be shared by
pathogens.

The pathogen model used in this study is Streptococcus pneumoniae, a leading cause of
meningitis, septicemia and pneumonia responsible worldwide for the death of around 1
million children under 5 years of age every year (16). The nasopharynx of small children
constitutes the normal habitat for pneumococci and asymptomatic carriage usually occurs
before and during the development of invasive diseases. The transition between the
asymptomatic state towards the infectious behavior of the pneumococcus is poorly understood
but is likely to be dependent on the host’s innate immune response. Within this context, the
characterization of the immune response to S. pneumoniae is a high priority. One important
component is the complement system among which the classical pathway is the dominant
activation system, even though the alternative and lectin pathways play also some roles (17-
20). Data from experimental infections in mice have suggested that the classical pathway can
be activated by various innate immune mediators. They include natural IgM, antibodies to
capsular and noncapsular antigens, pentraxin components of the acute-phase response such as
C-reactive protein and serum amyloid P component as well as the macrophage lectin receptor

SIGN-R1 (21). These data support the important role of the classical pathway for innate
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immunity to S. pneumoniae and suggest that different immune mediators act as bridging
molecules, by recognizing pneumococci surface components and C1g. However, direct C1q
ligands have yet to be identified at the surface of S. pneumoniae.

In the present study, we demonstrate that human and pneumococcal glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenases (named herein Hsa and Spn GAPDHSs, respectively) exposed at the
cell surface are C1qg partners. Besides its well-characterized function as glycolytic enzyme,
GAPDH displays multiple functions in membrane fusion, transcriptional coactivation, DNA
repair, apoptosis induction and regulation, transferrin binding and bacterial virulence (22-26).
GAPDH is present on the surfaces of both prokaryotic and eukaryotic cells but the mechanism
by which the protein is secreted and/or captured at the cell surface is not known (27-29). In
pathogenic bacteria, including the Streptococcus family, surface-anchored GAPDH is
associated with virulence due to its ability to bind different host proteins (30-32).
Pneumococcal surface-exposed GAPDH binds plasminogen. Conversion of plasminogen to
proteolytic-active plasmin form plays important roles in pathological processes, like the
escape from blood clots and tissue invasion (33-35). To our knowledge, this is the first report
of GAPDH/C1q interaction taking place in a comparable manner for eukaryotic and
prokaryotic homologs but leading to different functional consequences in terms of

complement activation.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Proteins, antibodies - C1q and the proenzyme C1s-C1r-C1r-C1s tetramer were purified from
human serum and C1q globular regions (GR) were prepared and quantified as described
previously (36). Mouse monoclonal anti-human GAPDH (Invitrogen, clone 258), rabbit
polyclonal anti-human GAPDH (Sigma G9545), anti-human C4 (Abcam ab48612) and anti-
human C3 (Abcam ab97462) antibodies were used. Rabbit polyclonal antibodies directed
against human C1q and pneumococcal GAPDH were from IRPAS and Pneumococcus groups
(IBS-Grenoble), respectively. Native purified human GAPDH was from Advanced

Immunochemical Inc.

Cell culture - HeLa cells were cultivated in Glutamax D-MEM medium (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). Jurkat and THP-1 cells were cultivated in Glutamax RPMI-1640 Medium
(Invitrogen). Medium was supplemented with 10% (v/v) FCS, 2.5 U/ml penicillin and 2.5
mg/ml streptomycin. The cells were regularly tested for mycoplasma contamination
(Mycoalert detection kit, Lonza). Apoptosis was induced and quantified as described
previously (12). Briefly, cells were exposed to 1000 mJ/cm2 UV-B irradiation at 312 nm in
fresh medium. Cells were then incubated for the indicated times at 37°C under 5% CO,.

Pneumococcal strains - Streptococcus pneumoniae R6 is a nonencapsulated avirulent strain,
derivative of strain R36A, which itself derives from the capsular type 2 clinical isolate strain
D39. R36A has multiple interruptions in the type 2 capsular locus inherited from D39. The R6
and D39 HBt (hydrophobic tail) mutants were generated as addressed later. The wild-type (R6
and D39) and HBtail mutant (R6 HBt and D39 HBt) strains were cultivated under anaerobic
conditions in either Todd Hewitt broth (BD Sciences) for the R6 strains or Todd Hewitt broth
supplemented with 0.5% yeast extract for the D39 strains. Whenever required, pneumococci
were labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC). A 10 ml-bacterial culture in late-
exponential growth phase (ODggo =~ 0.6) was harvested by centrifugation (10 min, 3,000 x g).
Cells were washed with PBS before incubation with FITC at 1 mg/ml in 500 ul of PBS for 30

min at 4°C. Bacteria were washed three times with PBS before use.

Isolation of HelLa cell-surface biotinylated proteins - HelLa cell-surface proteins were
biotinylated as follow: cells were washed two times with ice-cold PBS and biotinylated using

biotinamidocaproate N-hydroxysuccinimide ester diluted in bicarbonate buffer (Amersham
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Biosciences). After incubation at 4°C for 30 min under gentle shaking, cells were rinsed twice
with ice-cold PBS to remove any remaining biotinylation reagent. The cells were then scraped
and lysed in 1% Triton X-100, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, in PBS containing protease
inhibitors (complete EDTA-free, Roche Diagnostics) and left at 4°C for 1 h. Insoluble
material was removed by centrifugation at 20,800 x g for 30 min at 4°C. Soluble proteins
present in the supernatant were quantified with a bicinchoninic acid assay (Sigma) and
incubated with streptavidin-conjugated magnetic beads (Dynabeads MyOne Streptavidin T1;
Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway) under rotation for 90 min at 4 °C. The beads were
collected with a magnet and washed eight times with PBS-0.1% Tween 20. Biotinylated
proteins were eluted by boiling the beads with 40 pl of 2X Laemmli sample buffer for 5 min
at 100°C. The amount of biotinylated surface-exposed GAPDH was determined by Western
blotting using an anti-human GAPDH antibody.

Preparation of HeLa cells plasma membrane proteins - Culture dishes (100 mm) of HelLa
cells were harvested by scraping and incubated on ice for 20 min in hypotonic buffer (10 mM
Tris-HCI (pH 7.6) containing protease inhibitors) and disrupted by Dounce homogenization.
The homogenate was centrifuged at 3,000 x g for 10 min. The supernatant was collected and
further centrifuged at 220,000 x g for 30 min. The cell membrane containing pellet was then
solubilized in PBS containing 1% Triton X-100, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, and protease
inhibitors for 1 h at 4°C. Solubilized membrane proteins were collected from the supernatant

by 30 min centrifugation at 220,000 x g.

C1qGR overlay binding assay - Solubilized membrane proteins (10 pg) were subjected to
electrophoresis using a 10% SDS — polyacrylamide gel and transferred to Immobilon-P
membrane (Millipore). The membrane was subsequently blocked with 3% BSA in PBS-0.1%
Tween 20 at room temperature (RT) for 1 h and washed 3 times with PBS—0.1% Tween 20.
Putative streptavidin binding sites were blocked using a streptavidin/biotin blocking kit (SP-
2002, Vector Laboratories). The membrane was washed briefly before incubation with
biotinylated-C1qGRs (2.5 pg/ml) for 2 h (C1gGRs were biotinylated using the ECL protein
biotin system (Amersham Biosciences), according to the manufacturer’s instructions). After
extensive washes, the membrane was incubated with streptavidin conjugated to horseradish
peroxidase for 1 h allowing detection of the bound biotinylated C1qGRs by

chemiluminescence (Supersignal West Pico Chemiluminescent substrate, Pierce).
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Pull-down experiments - Biotinylated C1gGR were added to 80 pl of preequilibrated
streptavidin-conjugated magnetic beads. The mixture was incubated for 30 min at RT under
rotation. The beads were pelleted and the supernatant removed. After six washes with PBS-
1% BSA, the beads were incubated with plasma membrane proteins for 4 h at 4°C with gentle
rocking. The beads were then pelleted and supernatants collected. After seven washes with
0.1% Triton X-100, 1 mM CaCl;, 1 mM MgCl; in PBS, bound proteins were eluted by
addition of 40 pl of 2X Laemmli sample buffer and incubated at 100°C for 10 min. Used as a
control the same experiment was performed with 80 ul of streptavidin magnetic beads not
coupled to biotinylated C1qGRs or coupled to free biotin. Detection of GAPDH was
performed by Western blotting using an anti-human GAPDH antibodly.

Flow cytometry - HeLa cells were harvested using trypsin-EDTA solution (Invitrogen). Cells
(0.5 x 10°/ml) were washed twice, re-suspended in PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for
15 min at RT, re-suspended in PBS-1% BSA. Monoclonal anti-human GAPDH antibody was
diluted 1:250 and incubated with cells for 45 min on ice. An isotype antibody was used as a
control. After two washes, cells were re-suspended in PBS and incubated on ice for 30 min
with FITC-conjugated goat anti-mouse 1gG (Jackson ImmunoResearch Laboratories) diluted
1:200 and analyzed with a FACScan flow cytometer using the Cellquest software (Becton-

Dickinson).

Production and purification of recombinant pneumococcal and human GAPDH - Genomic
DNA from the D39 strain of S. pneumoniae was used as a template to amplify the gapdh gene
(Sp2012) by conventional PCR methodology. The resulting PCR product was cloned into the
pLIMO1 vector (PX’Therapeutics SA, Grenoble) that had been modified from pQES80 by
insertion of patented sequences, allowing a ligase-independent cloning procedure. The
resulting construct, pLIMO1/gapdh, encodes the full-length GAPDH protein fused to a His6-
tag at the N-terminus. A tobacco etch virus (Tev) protease cleavage site was inserted between
the His6 tag and the N-terminal sequence of GAPDH. DNA sequencing confirmed that no
mutation had been introduced during PCR. The human gapdh gene has been amplified from
cDNA (GAPDH NM_002046 human cDNA clone, Origene) and a Tev cleavage site has been
introduced at the 5 extremity. The resulting PCR product was cloned into the pETDuet
vector (Novagen) in order to fuse a His6-tag at the N-terminus of the human GAPDH
sequence. Overnight cultures of the Escherichia coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL

(Stratagene) strain transformed with the Hsa (human) or Spn (pneumococcal) GAPDH
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expression constructs were used for inoculation with 500 ml of Terrific Broth medium
(Euromedex) supplemented with 100 pg/ml of ampicillin and cultured at 37°C for 3 h. Protein
expression was induced with 0.5 mM isopropyl-[1-D-1-thiogalactopyranoside for 16 h at
15°C. After sonication and centrifugation of the lysate (20 min, 40,000 x g), recombinant Hsa
and Spn GAPDH proteins were recovered from the soluble fraction and loaded onto a 1-ml
prepacked HisTrap HP column (GE Healthcare). Column equilibration buffer was 50 mM
Tris-HCI, 200 mM NaCl, 20 mM imidazole (pH 8.0). After extensive washing, recombinant
proteins were eluted with 60, 100, 300 and 500 mM imidazole steps in 50 mM Tris-HCI, 200
mM NaCl (pH 8.0) buffer and subsequently dialyzed against 10 mM HEPES, 150 mM NacCl,
2 mM CaCl, (pH 7,4) before use for biological assays. The degree of protein purity was
checked by Coomassie Blue staining of SDS-polyacrylamide gels. Protein concentrations

were determined by absorbance at 280 nm.

Construction of the hydrophobic tail (HBt) mutant pneumococcal strains - The R6 and D39
HBt mutant strains were generated by insertion of a hydrophobic tail (IVLVGLVMLLLS) at
the 3’ end of the gapdh gene as described previously (37). Complementary primers used for

insertion (QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis kit, Agilent Technologies) of this

sequence in the pLIMO1-rGAPDH vector were: GAPDH-1:
AATACTTCGCAAAGATTGCTAAAATTGTTCTTGTTGGCCTGTTATGCTTCTTCTTTC
TTAATCAATTGGATGGTGACCTCGAGCG; GAPDH-2:

GCTCGAGGTCACCATCCAATTGATTAAGAAAGAAGAAGCATAACCAGGCCAACA
AGAACAATTTTAGCAATCTTTGCGAAGTATTC. In order to construct the recombination
product, three overlapping fragments were PCR-amplified: (1) a 604 nucleotides fragment
comprising the 3” end of the gapdh gene, the hydrophobic tail, and the 5 region of the cat
gene (GAPDH-3: GCTTGGCTCCAATGGCTAAAGCTC and GAPDH-4:
TCAAACAAATTTTCAT CAAGCTTTTAAGAAAGAAGAAGCATAACCAGGCO); (2) a
1084 nucleotides fragment comprising the cat gene, the 3’ end of the hydrophobic tail and the
sequence downstream of the gapdh gene (GAPDH-5:
GGCCTGGTTATGCTTCTTCTTTCTTAAAAGCTTGATGAAAATTTGTTTGA; GAPDH-
6: GCTTTCTATCAACTCAAGAATTATCTAGAACTAGTGGATCCCCCGG-3’) and (3) a
552 nucleotides fragment comprising the sequence downstream of the gapdh gene
overlapping the cat gene (GAPDH-T7:
CCGGGGGATCCACTAGTTCTAGATAATTCTTGAGTTGATAGAAAGC, GAPDH-8:
GCCAAAAATCCTTTTATCCTGCCC. These 3 fragments were PCR-assembled using
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primers GAPDH-3 and GAPDH-8 and R6 or D39 strains competent cells were transformed
with the recombination product and plated onto chloramphenicol-containing Columbia blood
agar. Mutant strains were selected twice and insertion was verified by PCR amplifications

using primers flanking the recombination product.

Solid-phase binding assay - Solid-phase binding assays were performed to measure binding of
Hsa and Spn GAPDH proteins to C1g and plasminogen. White 96-well microtiter plates
(Greiner Bio One) were coated with 1 pg of Clg, plasminogen (Boehringer) or BSA as a
control in 100 pul PBS at 4°C overnight. Saturation was performed by adding 200 ul of PBS—
2% BSA per well for 1 h at RT. Five washes were performed using 200 pL of PBS. The
recombinant Hsa and Spn GAPDHs were added in each well (amounts ranging from 10 ng to
10 pg) and the mixture was incubated for 2 h at RT. Five washes were performed using 200
ul of PBS-0.2% Tween. His-tagged bound Hsa and Spn GAPDH proteins were detected by
adding 100 pl of horseradish peroxidase-conjugated anti-His antibody (Sigma) (1:1,000
dilution) in PBS-0.03% Tween 20-0.2% BSA per well for 1 h at RT. Four washes with 200
pul PBS-0.2% Tween 20 were performed. ECL solution (Pierce) (100 pl) was added to each
well and chemiluminescence was measured using a multiwell luminescence reader (Fluostar
Optima; BMG).

SPR measurements - Surface plasmon resonance (SPR) measurements were performed using
a Biacore 3000 instrument (GE Healthcare). C1q and its globular regions (GR) were
covalently immobilized to the dextran matrix of a CM5 sensor chip via the primary amine
groups (amine coupling kit; GE Healthcare). The carboxymethylated dextran surface was
activated by the injection of a mixture of 0.2 M N-ethyl-N’-(diethylamino-
propyl)carbodiimide and 0.05 M N-hydroxysuccinimide. Ligands were injected in 10 mM
sodium acetate buffer (pH 5.0). Ligand concentrations and contact time were adjusted
according to the desired level of immobilization. The remaining N-hydroxysuccinimide esters
were blocked by injection of 1 M ethanolamine hydrochloride (pH 8.5). All immobilization
steps were performed at a flow rate of 10 pl/min in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM
EDTA, 0.005% P20 (GE Healthcare) (pH 7,4). Immobilization levels for C1q and GR were
19,752 RU and 9,933 RU, respectively. No protein was immobilized on the control flow cell
that underwent the activation and blocking steps. Binding experiments were performed at
25°C at a flow rate of 30 pl/min in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 0.005% P20
(pH 7,4). Spn GAPDH was injected at different concentrations ranging from 1 nM to 10 nM
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and Hsa GAPDH at concentrations ranging from 5 nM to 50 nM. Data were double
referenced by subtraction of the control flow cell signal and of a blank run (buffer only). In all
experiments, association phases ran for 180 s and dissociation phases for 300 s. The surface
was regenerated with pulses of guanidinium chloride ranging from 0.1 M up to 1 M. Data
were analyzed by global fitting to a 1:1 Langmuir binding model of both the association and
the dissociation phases for several concentrations simultaneously, using the BlAevaluation
3.2 software (BIAcore). In each case, the data presented were obtained with a statistic y2
value <2. The apparent equilibrium dissociation constants (Kp) were calculated from the ratio

of the dissociation and association rate constants (kg/ka).

Cross-linking experiments - Soluble interactions between Hsa or Spn GAPDH and C1q were
checked using a cross-linking strategy. 10, 50 and 100 pg of GAPDH proteins were incubated
with or without C1q (50 pg) in 50 pl of 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CacCl; (pH 7,4)
for 1 h at 4°C. Glutaraldehyde was then added at the final concentration of 0.03% and the
incubation was pursued for 1 h at 4°C. The cross-linking reaction was stopped by addition of
5 pl of 1 M Tris-HCI (pH 8.0). The protein complexes were separated by SDS-PAGE,
transferred to a nitrocellulose membrane and analyzed by Western blot using horseradish
peroxidase- conjugated anti-His antibody (1:5,000 dilution, Sigma Aldrich) and ECL (Pierce)
as detection reagent.

Quantification of pneumococcal surface-exposed GAPDH - The amount of surface-exposed
pneumococcal GAPDH was analyzed by an alkaline elution strategy. A 50-ml culture in late-
exponential growth phase (ODggo =~ 0.6) was harvested by centrifugation (15 min, 3,000 x Q).
The bacterial culture density was also measured by CFU counting on blood-agar plates. The
cells were resuspended in PBS to adjust the bacterial suspension to 1.5 x 10°, 3 x 10°, 7.5 x
10°, 1.5 x 10'°,2.25 x 1 0" and 3 x 10" CFU in 100 ul of 100 mM carbonate (pH 10) buffer
and incubated for 30 min at 37°C. The suspensions were centrifuged, the supernatants
collected, separated by SDS-PAGE, transferred on a nitrocellulose membrane and analyzed
by Western blot using rabbit anti-pneumococcal GAPDH antibody (1:5,000 dilution),
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (1:5,000 dilution, Sigma Aldrich) and
ECL (Pierce) as detection reagent. The intensity of the spots was quantified using the ImageJ
software. The amount of GAPDH in each sample was determined related to the GAPDH

released by the wild-type strain, used at the highest concentration, and this value was
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arbitrarily considered as 100%. If necessary, the intensities values were adjusted based on the

CFU counting.

Pneumococcal subcellular fractionation - The amount of pneumococcal GAPDH in the
different cell compartments of the wild-type and HBt mutant strains was analyzed by cell
fractionation. One tenth of a 100 ml culture in late-exponential growth phase (ODggo =~ 0.6)
was centrifuged (15 min, 3,000 x @), the pellet was resuspended in 1 ml of PBS containing
100 pg/ml lysozyme and 50 U/ml mutanolysin and incubated for 2 h at 37°C, leading to the
whole cell lysate extract. The remaining 90 ml were centrifuged (15 min, 3,000 x g), the pellet
was resuspended in 9 ml of PBS containing 100 pg/ml lysozyme, 50 U/ml mutanolysin, 30%
sucrose and incubated for 2 h at 37°C. This lysate was centrifuged and the supernatant
containing the cell wall was collected. The pelleted protoplasts were resuspended in 9 ml of
10 mM HEPES, 10 mM KCI (pH 7,4), lysed by 3 cycles of freezing/thawing and
ultracentrifuged for 45 min at 190,000 x g. The soluble cytoplasm was collected while the
membrane pellet was resuspended in 9 ml of 10 mM HEPES, 10 mM KCI (pH 7,4). The
different subcellular fractions were serially diluted, separated by SDS-PAGE, transferred on a
nitrocellulose membrane and analysed by Western blot using rabbit anti-pneumococcal
GAPDH antibody (1:5,000 dilution), horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody
(1:5,000 dilution, Sigma Aldrich) and ECL (Pierce) as detection reagent. The intensity of the

spots was quantified using the ImageJ software.

Immunofluorescence microscopy - Hela cells cultivated on glass coverslips were washed in
PBS and fixed for 5 min with 4% paraformaldehyde, incubated with 1% BSA and then
submitted to GAPDH and C1q detection by indirect immunofluorescence using a rabbit anti-
Cl1q polyclonal antibody diluted 1:100 and a monoclonal anti-human GAPDH antibody
diluted 1:250 in PBS. Bound antibodies were visualized with Cy3-conjugated goat anti-mouse
IgG (JacksonlmmunoResearch Laboratories) and Alexa 488-conjugated anti-rabbit I1gG
diluted 1:250 in PBS. Cells were mounted on glass slides with Vectashield mounting medium
for fluorescence with 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector Laboratories). Cells were
photographed using an epifluorescence Olympus 1)X81 microscope equipped with differential
interference contrast (Nomarski) and a reproducible optical section acquisition system
(AZmin= 0.1pm) for 3D reconstruction. To assess spatial localizations within the cell and at
the surface, serial optical sections were taken at 0.5 pum intervals throughout the thickness of

all cells examined. Volocity 6 software was used for analysis and treatment
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(deconvolution/restauration, colocalization, quantification). Pearson’s correlation coefficient
was measured on each view to reinforce colocalization observations. Coefficients > 0.75 were
measured for all images shown.

Wild-type R6 pneumococcal strain was grown at an ODggo Of 0.3 and fixed with 4%
paraformaldehyde for 20 min in ice. Cells were then deposited onto poly-L-lysine-coated Poly
Prep slides (Sigma-Aldrich) and permeabilized in cold methanol for 5 min. Slides were
blocked for 30 min at RT with 5% (w/v) nonfat dry milk in PBS (saturation buffer) and then
incubated for 1 h with anti-pneumococcal GAPDH antibody in saturation buffer. The slides
were then washed twice in PBS and incubated with a 1:300 dilution of Cy2-conjugated goat
anti-rabbit antibody in saturation buffer. After successive washes with PBS and water, cells
were incubated with 2 pug/mL DAPI (TEBU) for 15 min or with 0.5 ul FM4-64 (1 mg/ml,
Molecular Probes). Slides were mounted with Moviol and examined with an Olympus BX61
microscope equipped with an UPFLN 100x O-2PH/1.3 objective and a QImaging Retiga-SRV
1394 cooled charge-coupled device camera. Image acquisition was performed using Volocity
6 software without any further picture processing.

Bacterial binding assay - Solid-phase binding assays were performed to measure binding of
the R6 and D39, wild-type and HBt strains, to C1q and plasminogen. Black 96-well microtiter
plates (Greiner Bio One) were coated in triplicates with 1pg of C1q, plasminogen or BSA in
PBS at 4°C overnight. Saturation was performed by adding 200 ul of PBS-2% BSA per well
for 1 h at RT. Five washes were performed using 200 pl of PBS. 100 ul of FITC-labeled
bacterial suspensions (3 x 10, 7.5 x 10’, 1.5 x 10° or 3 x 10® CFU/ml) were added to each
well, and the mixture was incubated for 1 h at RT. Five washes were performed using 200 pl
of PBS-0.2% Tween 20. The bacteria-associated fluorescence was measured using a
multiwell fluorescence reader (Fluostar Optima, BMG). Bacterial suspensions of the wild-
type and HBt mutant strains were plated for CFU counting to control the bacterial density.
The data were corrected accordingly to the wild-type /HBt ratio: the binding level was related
to the value displayed by the wild-type strain, used at the highest concentration, and

arbitrarily considered as 100%.

Electron microscopy analysis - Isolated GAPDH and C1q samples at a concentration of
approximatively 0.05 mg/ml were applied to the clean side of carbon on mica (carbon/mica
interface) and negatively stained with 2% ammonium molybdate (pH 7,4). A grid was placed

on top of the carbon film, which was subsequently air-dried. Images were taken under low-
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dose conditions with a CM12 Phillips electron microscope at 120 kV and a calibrated nominal
magnification of 45 K using an ORIUS SC1000 CCD camera (GATAN Inc.). Glutaraldehyde
cross-linked complexes were also analyzed by EM. In addition, the recently described GraFix
sample preparation technique was also used to obtain cross-linked C1g-GAPDH complexes
(38). Briefly, the complexes were prepared by incubation of a 2:1 ratio mixture of GAPDH
(0.1 mg/ml) and C1q (0.05 mg/ml) in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl 2 mM CaCl, (pH 7,4) at
RT for 30 min. One hundred microliters mixture was applied to a 0.5 ml 20-40% (v/v)
glycerol / 0.033-0.1% (v/v) glutaraldehyde gradient. After centrifugation at 20,000 rpm in an
SWH55Ti rotor (Beckman Coulter) for 18h at 4°C, 50 ul fractions were collected from the top
of the gradient, and excess glutaraldehyde was inactivated by adding 5 pl 1 M Tris to each
fraction. To remove the maximum of glycerol, the carbon/sample was rinsed by plunging it

into buffer without glycerol. Staining with ammonium molybdate took place after this step.

C1 activation assay - C1 activation was assayed as described previously (35). Rapidly, C1q
(0.25uM) and various amount of GAPDH were incubated 20 min at 37°C before addition of
equimolar amounts of the C1s-C1r-C1lr-Cls tetramer (0.25uM) to reconstitute the C1
complex. The mixture was then incubated 20 min at 37°C in 50 mM triethanolamine-HCI,
145 mM NaCl, and 2 mM CaCl;, (pH 7,4). The reaction mixtures were submitted to SDS-
PAGE analysis under reducing conditions using 10% acrylamide gels. The bands
corresponding to Cl1s were revealed by Western blot analysis using a rabbit polyclonal
antibody after electrotransfer to a nitrocellulose membrane. C1 activation was determined
from the amounts of the A and B chains of activated C1s relative to that of the proenzyme. In
a control experiment it was verified that GAPDH does not activate the C1s-C1r-C1r-C1s

tetramer in the absence of C1q.

Complement deposition assay - Complement deposition upon treatment with human serum
was measured as follow. White 96-well microtiter plates (Greiner Bio One) were coated in
triplicates with 10x10° R6 WT, D39 WT, R6 HBt or D39 HBt bacteria in 100 pL of 10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, (pH 7,4) (HBS-C buffer) for 2 h at RT. Saturation was
performed by adding 100 pL of HBS-C-0.2% gelatin per well for 1 h at RT. Human serum
(100 pL, 1:25 dilution) or HBS-C (100 pL) was added in each well and incubated for 1 h 30
min at RT. C1lqg, C4b and C3b deposition was detected by adding 100 ul of anti-C1q, anti-C4
or anti-C3 antibody (1:1,000 dilution) in HBS-C-0.02% gelatin per well for 1 h at RT,
followed by 100 pL of horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (1:1,000
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dilution) in HBS-C-0.02% gelatin for 1 h at RT. ECL solution (Pierce) (100 ul) was added to
each well and chemiluminescence was measured using a multiwell luminescence reader

(Fluostar Optima; BMG). Two washes were performed with 100pL of HBS-C between each
step.
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RESULTS

The human GAPDH exposed at the cell surface is a novel C1qGR-binding protein - GAPDH
was initially detected by blot overlay on plasma membrane extracts using the C1q globular
region as the bait (Fig. 1A). This experiment was designed to identify unknown cell surface
Clq ligand(s) potentially involved in the recognition and the uptake of apoptotic cells by
macrophages. When incubated with plasma membrane proteins extracted from viable and
early apoptotic HeLa cells (triggered by UVB irradiation), biotinylated-C1qGR strongly
revealed a 36 kDa-band, which intensity slightly increased with the development of apoptosis
(Fig. 1A, lanes 2, 3 and 4 compared to lane 1). N-terminal protein sequencing analysis
demonstrated unambiguously that this band corresponds to GAPDH (data not shown). Since
GAPDH is a major and widely expressed protein in all human cells, complementary analyzes
were conducted to validate this initial observation. The presence of GAPDH on the surface of
HeLa cells was confirmed after cell surface biotinylation, purification of the biotinylated
proteins using streptavidin magnetic beads and Western blotting using an antibody directed
against human GAPDH (Fig. 1B). As expected, GAPDH is detected in the pellet (P) fraction
containing biotinylated surface proteins. The supernatant (S) fractions correspond to the
intracellular compartments in which GAPDH is present independently of the biotinylation
procedure. Surface GAPDH expression was also investigated by flow cytometry on HelLa
and Jurkat cells. The human monocyte THP-1 cell line was used as a control since it was
published that macrophages express GAPDH at their surface (26). As shown in Figure 1C and
D, all the cell lines expose GAPDH at their surface. Intriguingly, HeLa and Jurkat cells
appeared to display two distinct populations (negative- or low expressing- and positive-
populations for GAPDH surface expression). This unexpected result obtained with a
monoclonal anti-human GAPDH antibody (Inen) was confirmed using a rabbit
polyclonavitrogl anti-GAPDH antibody (Sigma) (data not shown). Since membrane- anchored
GAPDH increased with apoptosis development (Fig. 1A), we analyzed the GAPDH cell
surface exposure up to 4h after apoptosis induction (and before significant plasma membrane
permeabilization) by FACS. As shown in Figure 1D a significant increase in the amount of
surface-anchored GAPDH was detected on Jurkat cells. Finally, the GAPDH recognition by
C1qGR was confirmed by pull down experiments on solubilized plasma membrane proteins
using biotinylated C1qGRs as the bait (Fig. 1E, lane 6). No GAPDH detection was obtained
in the absence of C1qGR (Fig. 1E, lane 2) or using biotin alone (Fig. 1E, lane 4). Unlabeled
C1qg competed efficiently for the binding of GAPDH to biotinylated C1qg (not shown). All
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together these results demonstrate that C1qGR binds to GAPDH present at the surface of

human cells.

Clqg and GAPDH co-localize at the surface of apoptotic cells - Based on the above
observation, we questioned whether GAPDH could be a ligand of Clq involved in the
recognition of apoptotic cells. To this end, co-localization experiments were conducted on
viable and apoptotic HeLa cells, using either the globular region of C1q or the complete
molecule. As illustrated in Fig. 2, GAPDH was detected at the cell surface on both viable and
apoptotic HelLa cells (Fig. 2C, H, M and R), in agreement with the cytometry experiment
(Fig. 1C). Binding of C1q was detected on apoptotic cells (Fig. 2S) and to a lesser extent on
non-apoptotic cells (Fig. 2I), while C1qGR binding was mainly detected on apoptotic cells
(Fig. 2N). The co-localization was supported by Pearson’s correlation coefficients measured
on the merged images shown in Fig. 2 (panels J, O and T), as described in Experimental
procedures. In conclusion, C1g and C1gGR mostly co-localize with GAPDH detected on the
surface of apoptotic cells characterized by plasma membrane blebbing. GAPDH-C1q co-
localization is not restricted to HelLa cells since we obtained similar results on apoptotic

Jurkat cells (not shown).

Expression and purification of human and pneumococcal GAPDH proteins - To further
investigate the C1q binding to human and bacterial GAPDHs, comparable production
strategies were conducted to produce human (Hsa) and pneumococcal (Spn) recombinant
GAPDH proteins. The expression vectors used allowed production of the recombinant
proteins fused to a histidine affinity tag. SDS-PAGE analysis of the purified recombinant
proteins indicated that Hsa and Spn GAPDHs were essentially pure and exhibited apparent
molecular weights of about 38 kDa under reducing conditions (data not shown) in accordance
with the calculated and measured masses. Indeed, the molecular masses determined by
MALDI-TOF analysis were 38,198 + 39 Da and 38,193 + 9 Da for Hsa and Spn GAPDH
respectively, consistent with the values predicted from the amino acid sequences after
removal of the N-terminal methionine (38,198 Da and 38,180 Da, respectively). Transmission
electron microscopy confirmed the homogeneity of the preparation and the tetrameric
oligomerization state of both Hsa and Spn GAPDHs (see Fig. 5) (39-42).

Pneumococcal and human GAPDHs interact with C1q in vitro - Spn and Hsa recombinant

GAPDH proteins ranging from 0.01 g to 10 pug were incubated with coated C1g. Significant
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dose-dependent binding responses of both GAPDH proteins to C1g were observed when
compared to BSA used as negative control (Fig. 3A). Similar results were obtained with
coated plasminogen used as a positive control showing that human GAPDH, like its bacterial

homolog, binds to plasminogen (Fig. 3B).

Human and pneumococcal GAPDHs bind to Cl1q globular region with high affinity - SPR
experiments confirmed the interactions between GAPDH and C1q (Fig. 4). Interaction was
first tested using two different human GAPDH proteins: a commercially available native form
and a His-tagged recombinant form. We have compared the C1q and the globular regions of
Clg (C1gGR) interaction with both immobilized human GAPDHS. In this configuration, the
Ko values determined using the simple 1:1 interaction model showed no significant
differences between the native and recombinant human GAPDH forms (Kp of 4 x 107 M and
3 x 107 M, respectively). In the reverse configuration with C1q immobilized on the sensor
chip surface, binding of human and pneumococcal His-tagged recombinant GAPDH proteins
was concentration-dependent (Fig. 4A and B). The data fit to the simple 1:1 interaction model
proposed by the BlIAevaluation software from which kinetic parameters have been calculated.
However, due to oligomeric organizations of GAPDH (tetramer) and Clqg (hexamer), the
interaction likely results from global avidity recognition. Consequently, the Kp determinations
correspond to apparent values (Table I). The GAPDH binding to C1q is of high affinity since
apparent Kp values in the nanomolar range were determined for Spn and Hsa GAPDHs (0.34
nM and 2.17 nM, respectively). Comparison of the association and dissociation rate constant
values indicates that the pneumococcal protein forms a slightly more stable complex with C1q
than the human GAPDH (Table 1). This effect was also observed using the reverse
experimental configuration where the GAPDH proteins were immobilized and C1qg used as
the soluble analyte (data not shown). Both GAPDHs interacted with the C1qGR, even though
the apparent affinity was higher for the pneumococcal protein (0.73 nM) when compared to
the value obtained with the human form (4.40 nM) (Table 1) (Fig. 4C, D). As already
observed with the whole molecule, the complex formed by Spn GAPDH and C1gGR is more

stable than the one involving the human protein (Table I).

Pneumococcal and human GAPDHs form complexes with C1q in solution - Formation of the
GAPDH-C1q complex in solution was analyzed by a cross-linking approach followed by
Western blot detection (Fig. 5). Increasing quantities of GAPDH proteins were used (10, 50

and 100 ug). The proteins migrate as monomeric forms in the absence of glutaraldehyde, with
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an apparent molecular mass around 37 kDa, in accordance with the calculated masses (Fig.
5A, B). The migration pattern of the GAPDH proteins is not modified in the presence of C1q.
Addition of glutaraldehyde induced the formation of dimers and multimers of human and
pneumococcal GAPDHs (Fig. 5A, B). In these experimental conditions, pneumococcal
GAPDH generated significantly more tetramers and oligomers (Fig. 5B). In the presence of
Clq, cross-linking led to the appearance of species of high molecular weight range
corresponding to the complex formed between GAPDH and Clg. Taking into account that
both GAPDHs form oligomers and that the C1g molecule has a molecular weight of 460 kDa,
it is likely that the covalent association of both partners is heterogeneous in size impairing
determination of the stoichiometry of the complex.

Electron microscopy was used to further investigate the association between GAPDH and
C1q. Purified recombinant human and pneumococcal GAPDHSs harbor a tetrameric structure
(Fig. 5C). Isolated C1q displays the classical hexameric structure ressembling a bouquet of
tulips (Fig. 5C). The top view clearly shows the six globular regions of the molecules
organized around the stem. The Hsa GAPDH-C1g complex was deposited on electron
microscopy grids directly after cross-linking experiment (Fig. 5D, right) or after the GraFix
procedure (38), a sample preparation protocol combining the sedimentation of complexes
through a glycerol gradient with mild chemical cross-linking (Fig. 5D, left). As shown on
representative images corresponding to top views of C1qg, complexes were clearly observed,
since GAPDH molecules characterized by their tetrameric-like structure are localized to each
of the globular regions of C1q. Similar images were obtained from samples from GraFix and
classical cross-link experiments with human GAPDH. No difference was detected when
comparing human and pneumococcal GAPDHSs in complex with C1q.

Construction of S. pneumoniae strains with reduced level of surface-exposed GAPDH - The
cellular localization of GAPDH was analyzed by immunofluorescence experiments. R6 S.
pneumoniae was incubated with anti-GAPDH antibodies and with Cy2 conjugated secondary
IgG. DNA and membranes were labeled with DAPI and FM4-64, respectively (Fig. 6A). Both
merged images show that GAPDH is localized at the cell poles. Green GAPDH localization
appears to be external to the red FM4-64 membrane labeling, which indicates that GAPDH is
associated with the cell surface (Fig. 6A).

Testing the physiological role of pneumococcal surface GAPDH requires the construction
of a mutant strain with no or limited amount of surface GAPDH. Due to its essential role in

the bacterial metabolism, the construction of a pneumococcal strain deleted for the gene
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encoding GAPDH would be lethal. To overcome this difficulty, we applied to S. pneumoniae
the strategy developed in S. pyogenes, which consists in inhibiting the export of the protein
(37). A hydrophobic tail is inserted at the 3’ end of the gapdh gene in the genome, which will
anchor the protein to the membrane, prevent the export and retain the enzymatic activity in
the cytoplasm. The insertion of the hydrophobic tail has been performed in the R6 and D39
strains. The mutant strains are designed HBt for “hydrophobic tail”. The localization and
expression level of GAPDH in the wild-type and mutants strains were compared in the
different cellular compartments of R6 and D39 strains (Fig. S1). We could demonstrate that
GAPDH expression is comparable in total extracts of both wild-type and mutant strains. We
calculated that the proportion of GAPDH associated with the membrane fraction in the R6
HBt strain is increased by 50% when compared to the wild-type. Conversely, 83% less
GAPDH is associated with the cell wall fraction in the R6 HBt strain when compared to the
wild-type. Similar data were obtained when comparing the wild-type and mutant D39 strains.
Taken together, these results show that the fusion of a hydrophobic tail indeed reduces to
about 50% the quantity of GAPDH at the pneumococcal surface.

A complementary procedure was developed to quantify the level of surface-exposed
GAPDH. Bacterial suspensions prepared at increasing cell densities were treated by alkaline
pH in order to release GAPDH from the bacterial surface. Presence of GAPDH in the
supernatant samples was detected by Western blot (Fig. 6B, C). The quantity of eluted
GAPDH was correlated to the increasing cell density used, from 1.5 x 10° to 3 x 10%° CFU.
Quantification of the chemiluminescent signals was performed. The values were adjusted to
the CFU counting for both strains and normalized to the highest concentrated wild-type
sample, referred as the 100%. The mean difference between HBt mutant and wild-type strains
has been calculated: the R6 HBt strain displays only 49% of the GAPDH normally expressed
at the surface of the wild-type, and 43% in the case of the D39 HBt strain. These data are in
accordance with the calculations based on the sub-cellular fractionation results (Fig. S1).

Native GAPDH exposed at the surface of the pneumococcus binds to Clg - The specific
binding of FITC-labeled wild-type and mutant R6 and D39 strains to C1q were compared
using a solid-phase assay (Fig. 7). Increasing the bacterial concentration of R6 strains led to a
dose-dependent binding to C1q, which displays lower intensity in the case of the HBt mutant
strain (Fig. 7A). Even though the mutant binding to C1q is decreased by 16% and 11% at 3 X
10" and 7.5 x 10" CFU/ml when compared to the parental strain, the R6 HBt binding to C1q is
decreased by 64% and 56% when used at 1.5 x 10% and 3 x 10 CFU/mI (Fig. 7A). Similar
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data were calculated from the analysis of R6 wild-type and HBt strains binding pattern to
plasminogen (Fig 7B). These results are in accordance with the half-decreased level of
GAPDH exposed at the surface of the mutant strains. The less important binding decrease
harbored by the R6 HBt strain to plasminogen compared to the binding to C1g might be
explained by the presence at the pneumococcal surface of others plasminogen receptors like
enolase and ChpE (43,44). Similar data were obtained when comparing the wild-type and
mutant D39 strains (Fig. 7C, D). Cl1q binding to the D39 HBt mutant, used at 3 x 10°, 7.5 x
107, 1.5 x 10° and 3 x 10® CFU/ml ranges from 46% to 56% when compared to the binding
level of the wild-type strain (Fig. 7C). As observed with the R6 strain, the binding of the D39
HBt strain to plasminogen is decreased when compared to the D39 parental strain, from 53%
to 72% (Fig. 7D).

Hsa and Spn GAPDHs affect differently complement activation - In order to measure a
possible effect of GAPDH on the complement cascade, we first assayed the capacity of both
human and pneumococcal GAPDHs to modulate C1 activation in an in vitro complement
activation assay. Spontaneous C1 activation measured in the absence of C1 inhibitor after 20
min incubation at 37°C was not significantly modified in the presence of Hsa GAPDH (Fig.
8A). In contrast, using the same molar ratio (GAPDH/C1,7:1), Spn GAPDH induced a
significant increase of the C1 activation, reaching up to 1.3-fold increase compared to the
control. This observation prompted us to analyze the effect of the pneumococcal GAPDH in
the presence of serum using the pneumococcal R6 and the virulent clinical D39 strains. In this
assay, wild-type and HBt (deficient for surface GAPDH) strains were incubated with normal
human serum (NHS) and C1q, C3b and C4b depositions were measured. C1q, C3b and C4b
deposition level on the R6 mutant strain was decreased by 40% when compared with the
wild-type strain (Fig. 8B). The effect is even more marked for the capsulated D39 HBt strain
reaching 90% decrease in C3b deposition when compared with control. These observations
provide clear evidence that Spn GAPDH activates the complement classical pathway.

DISCUSSION

We provide the first evidence that the eukaryotic and bacterial GAPDHSs exposed at
the cells surface are ligands of C1q, a major recognition molecule of the complement system.
This conclusion is based on the following concordant observations: 1) the membrane-
anchored GAPDH on Hela cells binds C1q through its globular regions (GR), 2) C1gGR and
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GAPDH co-localize at the surface of apoptotic cells, 3) cell surface GAPDH exposure
increases rapidly at early steps of apoptosis, 4) the pneumococcal and the human GAPDH
proteins interact in vitro avidly with C1q through its GR, 5) pneumococcal strains deficient
for GAPDH surface exposure display significantly decreased C1q binding and 6)
pneumococcal GAPDH participates to the complement activation unlike human GAPDH.

The complement system provides a first line of immune defense and plays multiple and
central roles, like recognition and elimination of foreign invaders as well as damaged self-
cells, clearance of immune complexes, connection between innate and adaptive immunity and
interaction with other host cascade systems, like the coagulation system. The classical
complement pathway is triggered by C1q recognition of 1gG and IgM targeting microbes or
cells to eliminate, of microbial or eukaryotic surface moieties (LPS, PS, polysaccharides) and
of the pentraxins CRP, PTX3 and SAP bound to targets (45). Interestingly, besides its role in
activation of the complement cascade, C1q acts as a bridging molecule between apoptotic cell
and APC like macrophages and DCs and furthermore, C1q influences the phagocyte immune
“status” (8,9). Even though C1q is described as a pattern recognition molecule with the
unique ability to sense an amazing variety of targets, very few proteins expressed at the
surface of pathogens have been identified as C1qg ligands. To our knowledge, the unique
reported bacterial protein ligand of the globular domains of C1q is the OmpK36 porin of K.
pneumoniae (45).

In S. pneumoniae immunity, the complement classical pathway is an important component
of the response (17,18) and is activated by various innate immune mediators, including
antibodies, CRP, SAP and SIGN-R1. Recently, the lectin pathway has also been reported as a
critical part of the innate immune response to pneumococcal infection (20). Many interactions
between S. pneumoniae proteins and complement molecules have been identified but are
likely involved in complement system evasion since mainly complement regulators are
recruited by the bacteria. PspC interacts with the complement inhibitor C4b-binding protein
which interferes with the assembly of the C4bC2a C3 convertase; acquisition of C4BP by the
pneumococcus thereby inhibits classical pathway activation (46). CbpA recruits the host
regulator Factor H leading to immune protection and complement inhibition through the
formation of a protective shield (47), and also binds to the C3 component of complement
(48). The fact that human GAPDH might be involved in the apoptotic cell recognition by Clq
raises the possibility of a novel bacterial subversion mechanism of the host immune system by

exploiting a tolerating outcome.

149



Until mid-1990s, it was admitted that a protein translated from one gene displayed a
unique function. Later on, a growing number of proteins were described to harbor several
functions leading to the generic term of moonlighting proteins (49,50). This feature is
encountered in eukaryotic and prokaryotic organisms and concerns highly conserved proteins
involved in metabolic pathways or acting as molecular chaperones. In addition to multiple
functions, multiple cellular localizations are associated with the moonlighting proteins, like
surface exposition even though the secretion mechanism remains unknown (51). Most of the
bacterial enzymes involved in the glycolytic pathway exert various roles in pathological
processes like adhesion and invasion of host cells (32,51). The GAPDH is among the most
frequent glycolytic/moonlighting protein associated with the cell surface of pathogenic
microorganisms (51) and has been extensively studied for its property to bind to plasminogen
(33,51-54).

Roles of GAPDH in bacterial immunity have also been reported. Group A streptococcus-
exposed GAPDH recruits the complement C5a which further inhibits the recruitment of
neutrophils and H,O, production suggesting a role in immune system evasion (55). S.
agalactiae GAPDH elicits B cells responses and induces production of the
immunosuppressive cytokine IL-10, indicating that GAPDH modulates immune response in
order to promote host colonization by Group B Streptococcus (30). These data suggest that
the role of GAPDH, when exposed at the surface of bacterial pathogens, might favor infection
and/or persistence of the pathogen in the host organism by counteracting immune defense
mechanisms.

The comprehensive role of externalized GAPDH on eukaryotic cells and in particular on
apoptotic cell surfaces is still misunderstood. In this study, we showed an increased level of
membrane-associated and surface-exposed GAPDH as soon as 2 h post-apoptosis induction
(Fig. 1A and D). GAPDH was also recovered from cell culture medium of viable cells and to
a larger extend after the induction of apoptosis (data not shown). This data is supported by
study indicating that glycolytic enzymes, such as GAPDH, enolase and triosephosphate
isomerase, are early biomarkers of apoptosis (56). Consequently, the GAPDH recognition by
C1q at the early steps of apoptosis could probably be linked to the uptake process of altered
self-cells by phagocytes. An interesting aspect highlighted by this work concerns differential
effects of human and pneumococcal GAPDHs on complement activation. Bacterial GAPDH
activates the complement cascade through the classical pathway. However, the involvement
of the lectin and/or the alternative pathways cannot be excluded at this stage. These data

indicate that GAPDH is one of the bacterial ligands that lead to complement activation and to
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the clearance of bacteria. These observations appear not consistent with previous reported
roles of GAPDH in virulence processes and persistence of the bacteria in the host. This
apparent paradox might be scrutinized in light of potential mimicry process with apoptotic
cells considering that the surface-exposed and/or soluble GAPDH recognition by Cl1qg could
be a strategy displayed by the pneumococcus to evade the immune system in some specific
step of the infection progression.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Human GAPDH is a ligand of the C1q globular region.

(A) Protein overlay of membrane extracts of viable (lane 1) and apoptotic (2, 4 and 6 h post-
UV irradiation, lanes 2, 3 and 4) HeLa cells, using biotinylated-C1qGR as a probe. The arrow
points a band with increasing intensity, identified as GAPDH. (B) GAPDH detection by
Western blotting among biotinylated-HeLa cell surface proteins. GAPDH is detected in the
pellet containing biotinylated surface proteins linked to beads (P). The control (Ct) with non-
biotinylated cells is shown. The supernatants (S) correspond to the intracellular non-
biotinylated proteins. (C and D) Non-permeabilized HeLa, THP-1 and Jurkat cells were
stained with anti-GAPDH or with an isotype control and analyzed by FACS. Viable and early
apoptotic Jurkat cells were shown (D). FL1-H corresponds to the FITC-fluorescence intensity.
(E) GAPDH pull-down experiment on plasma membrane extracts using biotinylated C1gGR
as the bait. GAPDH is only detected in the pellet (P) in the presence of C1qGR. (Biot)
corresponds to pull down assay using free biotin. Supernatants of all pull-down conditions
are shown. (Ct) corresponds to purified GAPDH. The positions of molecular mass markers

(expressed in kilodaltons) are shown (A, B and E).

FIGURE 2. GAPDH and C1qGR co-localize on apoptotic plasma membrane blebs.

Cells were submitted to a double immunofluorescent labeling for GAPDH (red) and C1q or
C1gGR (green) as described in Experimental procedures. Nuclei were labeled with Hoechst
(blue). In merged views co-localization appears in yellow. A-J, Untreated control HeLa cells.
K-T, apoptotic cells (6 h post-UV irradiation). A, F, K and P, differential interference contrast.
C, H, M and R, surface GAPDH. D, I, N and S, C1q or C1qGR as specified. E, J, O and T,
merge views. Scale bar represents 10 um.

FIGURE 3. Binding of soluble pneumococcal and human GAPDHSs to immobilized C1q and
plasminogen by solid-phase assay.

Different quantities of His-tagged GAPDH, from 0.01 pg to 10 pg, were incubated for 1 h on
1 g of proteins (BSA, Clg and plasminogen) coated on 96-well plate (corresponding
respectively to 14.4, 2.12 and 11 pmol of proteins per well). Bound GAPDH proteins were
detected by chemiluminescence reading (light measured between 240 and 740 nm) after
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extensive washes and incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-His antibody.
Results are given in an arbitrary units (AU). This assay was performed three times in triplicate
wells. The average of three independent experiments + S.D. is shown. (A) pneumococcal and
human GAPDH interaction with C1g. (B) pneumococcal and human GAPDH interaction with

plasminogen. White bars correspond to coated BSA in A and B.

FIGURE 4. SPR measurements of pneumococcal and human GAPDH proteins interaction
with C1q and its GR.

Binding of pneumococcal GAPDH (A) or human GAPDH (B) to Clg. Binding of
pneumococcal GAPDH (C) or human GAPDH (D) to C1gqGR. C1q and GR proteins were
immobilized on a Biacore CM5 sensor chip, GAPDH recombinant proteins were the analytes.
Data represent overlays of sensorgrams resulting from the injection of different concentrations
of GAPDH as indicated. The blank run was subtracted from each sensorgram. Fits are shown
as dotted lines and were obtained by global fitting of the data using a 1:1 Langmuir binding
model. The kinetic parameters of the interactions determined by recording sensorgrams at
varying GAPDH concentrations are listed in Table .

FIGURE 5. Cross-linked complexes of pneumococcal and human GAPDH proteins with
Clq.

Different quantities of human (A) and pneumococcal (B) GAPDH proteins were used (10, 50
and 100 pg) and 50 pg of Clg. Glutaraldehyde was added at the final concentration of 0.03%.
The reactions were performed for 1 h on ice before loading on a 12.5% SDS-PAGE. An anti-
His mouse monoclonal antibody was used for Western blot detection of the His-tagged
GAPDH proteins. The molecular mass markers are indicated on the left side of each blot. (C)
Electron micrographs of isolated GAPDHSs and C1q. (D) Selected top views of complexes of
both proteins obtained after classical cross-link or GraFix as specified. Samples were prepared

as described under Experimental procedures. Hsa, human and Spn, pneumococcal.

FIGURE 6. Inhibition of surface-exposed GAPDH in mutant pneumococcal strains.

(A) Immunofluorescence localization of GAPDH in S. pneumoniae R6 strain. Bacteria grown
to exponential phase (ODggo ~ 0.3) were deposited on slides, fixed, and incubated with rabbit
polyclonal antibodies directed against pneumococcal GAPDH. Samples were then revealed
with a secondary antibody coupled to Cy2. The bacterial chromosome was stained with DAPI

and the membrane with FM4-64. (B, C) Quantification of pneumococcal GAPDH associated
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with the bacterial surface in wild-type and mutant strains. Bacterial suspensions of the R6 and
D39 wild-type and mutant strains were prepared at increasing cell densities CFU as indicated
below each histogram and each of them was treated by alkaline pH in order to release
GAPDH from the bacterial surface. Presence of GAPDH in the supernatant sample was
detected by Western blot and quantification of the chemiluminescent signals was performed.
The ratios were calculated in respect of the parental strain maximal concentration (3 x 10%°
CFU as 100%). The average of the three independent experiments is shown + S.D. (B) R6
wild-type and HBt mutant strains. (C) D39 wild-type and HBt mutant strains.

FIGURE 7. Binding of pneumococcal R6 and D39 strains on C1q and plasminogen.

FITC-labeled bacteria at indicated concentration in CFU/ml were incubated for 1 h at RT on 1
pg of proteins (C1q, plasminogen and BSA) coated on 96-well plate. After five washes, the
fluorescence of FITC was measured. All experiment points were triplicates in each single
assay. The average of three independent experiments + S.D. is shown. The ratios were
calculated in respect of the parental strain maximal value. (A) R6 wild-type and HBt mutant
strains binding to C1g. (B) R6 wild-type and HBt mutant strains binding to plasminogen. (C)
D39 wild-type and HBt mutant strains binding to C1g. (D) D39 wild-type and HBt mutant
strains binding to plasminogen. Background corresponding to the binding to BSA is

subtracted for all points.

FIGURE 8. Effect of GAPDH on complement activation.

(A) In vitro activation of the Cl complex (0.25 pM) in the presence of human or
pneumococcal GAPDHs. C1 activation was monitored by Western blot analysis as described
in experimental procedures. (B) C1qg, C3b and C4b deposition measured in the presence of
normal human serum (NHS) using anti-C1q, anti-C3 and anti-C4 antibodies on wild type R6
and D39 and R6 HBt and D39 HBt strains (partially deficient for surface GAPDH). Results
are expressed relative to the signal obtained with the wild-type R6 or D39 strains,
respectively. The data shown represent the mean value + SD of four (R6) or two (D39)
independent experiments. Each experiment was done in triplicate. * Significance was
determined by one-way ANOVA probability P< 0.05.
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Table 1. Kinetics and dissociation constants for the interaction between human and
pneumococcal GAPDH and C1q or its isolated globular region (GR).

Soluble analyte Immobilized ligand

GAPDH? Clq GR
Pneumococcal

Kp (M) 0.34x 107 +0.04 x 107 0.73x 107 +0.21 x 10°°
Chi? 0.59 +0.28 0.33 +0.15

ka (1/Ms) 6.51 x 10° +4.42 x 10* 7.92 x 10° +1.32 x 10
kq (1/) 2.23x 10" +4.29x10° 5.47 x 10™ +8.62x 107
Human

Kp (M) 2.17 x 107 +0.14x10° 4.40 x 107 +1.32x10°
Chi? 1.48 +0.19 0.79 +0.01

ka (1/Ms) 3.16 x 10° +3.42 x 10 3.22x 10° +9.29 x 10*
kg (1/s) 6.80 x 10™ +2.67x10° 1.25x 10° +2.22x10°

Binding of pneumococcal (1-10 nM) and human (5-50 nM) GAPDH was measured as

described under Experimental procedures. The association (k;) and dissociation (kg) rate

constants were determined using a 1:1 Langmuir binding model. The values shown are the

means of at least three separate experiments+ S.D.
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FIGURE 1.
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FIGURE 4.
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FIGURE 5.
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FIGURE 6.
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FIGURE 7.
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FIGURE 8.
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SUPPLEMENTAL DATA

Inhibition of the GAPDH export at the pneumococcal surface analyzed by cell

fractioning

The localization and expression level of GAPDH in the wild-type and mutants strains
were compared in the different cellular compartments of R6 and D39 strains (Fig. S1). To
evaluate the relative quantities of GAPDH between wild-type and mutant strains, the bacterial
cell amount was adjusted by optical density measurements and by CFU counting. To increase
the reliability in the comparison between wild-type and mutant strains, up to five serial
dilutions of each extract were loaded on gels. The chemiluminescence of each spot had been
quantified and expressed as the percentage of the most concentrated wild-type sample,
arbitrarily referred as the 100%. These values are reported below each spot displayed in
Figure S1.

R6 D39
Total Total
HBt WT HBt
50 50
37 37—
100 91 73 55 39 101 82 66 49 31 13 100 82 66 48 38 26 103 88 68 53 36 17
Membrane
Membrane HBt
WT HBt WT
50
TS = e L 37—
100 60 42 11 2 151 111 50 20 3
100 60 33 12 2 135 87 52 19 3
Cell Wall
WT Eokpien Bt WT HBt
50— 50
37— 37
100 60 26 10 2 4T 7 4 1 0 100 60 40 19 11 4 4540 35 - 3 1
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Figure S1 legend: Sub-cellular localization of GAPDH in wild-type and HBt mutant R6

and D39 strains.

An equivalent amount of total bacterial extract and of each sub-cellular fraction, cell wall,
cytoplasm and membrane were prepared and serial dilutions of each sample were loaded onto
a 12.5% SDS-PAGE gel, analyzed by immunoblotting using a rabbit polyclonal serum
directed against pneumococcal GAPDH and revealed by chemiluminescence (ECL). The 50
kDa and 37 kDa markers are indicated on the left side of each blot. Each spot has been
quantified and expressed as the percentage compared to the most concentrated wild-type load
(100%). These values are reported below each blot and for each sample dilution (A) R6 wild-
type and HBt mutant strains. (B) D39 wild-type and HBt mutant strains.

The mean difference of total GAPDH expression in R6 HBt strain compared to the wild-type
and is of 10% (Fig S1A, upper panel). We calculated that 54% more GAPDH is associated to
the membrane fraction in the R6 HBt strain when compared to the wild-type (Fig S1A, middle
panel). Conversely, 83% less GAPDH is associated to the cell wall fraction in the R6 HBt
strain when compared to the wild-type (Fig S1A, lower panel). Similar data were obtained
when comparing the wild-type and mutant D39 strains (Fig S1B). Comparable amount (mean
difference of 3%) of GAPDH is measured in the total fraction (Fig S1B, upper panel). An
excess of 53% of GAPDH is membrane-associated in the HBt strain compared to the wild-
type strain (Fig S1B, middle panel). Finally, the export of GAPDH is inhibited in the D39
strain since only 51% of GAPDH remains associated to the cell wall in the HBt strain (Fig
S1B, lower panel). Taken together, these results show that the fusion of a hydrophobic tail to
the GAPDH indeed inhibits the cell surface export.
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Ill-iii- Résultats supplémentaires

[ll-iii-1- Activation du complément

[I-iii-1-a- Dép6t de C1q, C4b et C3b sériques induit par la GAPDH du pneumocoque

Dans le but de compléter les résultats obtenus dans 1’article n°l, nous avons confirmé
I’implication de la GAPDH dans I’activation du complément par une mesure en phase solide
du dépbt des protéines C1q, C4b et C3b a partir de sérum humain normal (NHS), induit par
les GAPDH recombinantes immobilisées (Figure 111-9). Ces résultats montrent que les
GAPDH du pneumocoque et humaine sont toutes deux reconnues de maniére similaire par le
Clq présent dans le sérum. En revanche, le dép6t de C4b induit par la GAPDH humaine est
fortement réduit (-73%) comparé a la GAPDH du pneumocoque. Ce défaut d’activation du
complément par la GAPDH humaine est confirmé par les mesures du dépét de C3b, qui a lieu
quand la GAPDH du pneumocoque est incubée avec du NHS mais n’est pas détectable dans le
cas de la GAPDH humaine.

120 m GAPDH Spn
GAPDH Hsa

0
o

0
o

Complement Binding Ratio (%)
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40
20
o N\ *
Ciq C4 C3

Figure 111-9 : Effet des GAPDH recombinantes sur 1’activation du complément

Les GAPDH Spn et Hsa recombinantes ainsi que la gelatine ont été immobilisées en plagque 96
puits (1 pg/puits). Le dépot de Clg, C4b et C3b en présence de 4% de sérum humain normal a été
mesuré en utilisant des anticorps anti-Clqg, anti-C4 et anti-C3. Les résultats sont exprimés
relativement au signal obtenu pour la GAPDH Spn, aprés soustraction du contréle Gelatine. Les
données montrées représentent la valeur moyenne + E.T. de trois expériences indépendantes.
Chaque expérience a été réalisée en triplicats. Les variations statistiquement significatives
(déterminé par ANOVA, p < 0,05) sont indiqués par *.
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Ces résultats confirment que la GAPDH humaine, bien que reconnue par Clq, n’active
pas le systeme du complément, a la différence de la GAPDH du pneumocoque qui active le
complément et provoque le dép6t de C4b et C3b.

lI-iii-1-b- Implication de C1q dans l'activation du complément par la GAPDH du
phneumocoque

Nous avons voulu confirmer que le dépdt de C4b et C3b, détecté a la fois sur le
pneumocoque (Figure I11-8) et en présence de GAPDH recombinante (Figure I11-9), est
effectivement induit par la liaison de Clq et donc a I’activation du complément par le
complexe C1. Pour ce faire, des tests de dépdt du complément en phase solide ont été réalisés
en utilisant un sérum commercial dans lequel C1q a été retiré (NHSAC1q). Les souches R6-

WT et R6-HBt ainsi que les protéines purifiées GAPDH ont été utilisées dans ces tests.
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Figure 111-10 : Implication de Clqg dans ’activation du complément par le

pneumaocoque

Le dép6t de Clg, C4b et C3b sur les souches R6-WT et R6-HBt en présence de 4% de sérum
humain normal (NHS) ou déplété en C1q (NHSACI1q) a été mesuré en utilisant des anticorps anti-
Clq, anti-C4 et anti-C3. Les résultats sont exprimés relativement au signal obtenu pour la souche
R6-WT traitée avec du sérum humain normal, apres soustraction du contrdle réalisé sans sérum.
Une expérience représentative est présentée, les données montrées représentent la valeur
moyenne + E.S. des triplicatas.

Les résultats obtenus sur la souche R6 (Figure 111-10) montrent qu’un dépdt de Clq est
toujours détecté avec le serum NHSACI1q, bien que réduit de 50% par rapport a la valeur
obtenue avec le NHS, ce qui indique que le sérum NHSACI1q contient encore une quantité

significative de Clg. Cette diminution de la fixation de Clg sur les bactéries R6
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s’accompagne d’une diminution du dépot de C4b (-32%) et C3b (-38%). Des résultats
similaires ont été obtenus avec la souche R6-HBt (Figure 111-10), confirmant le rdle de la
GAPDH native dans la liaison a C1q.

Lorsque la GAPDH du pneumocoque immobilisée est traitée avec le sérum NHSACIq a
4% (Figure 111-11), aucune différence significative n’est détectée dans le dépot de Clq, C4b et
C3b par rapport aux valeurs obtenues avec le NHS (Figure 111-11). Les mémes observations

sont faites avec la GAPDH humaine (Figure 111-11).
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Figure 111-11 : Role de Clg dans 1’activation du complément par la GAPDH

0

Les GAPDH Spn et Hsa recombinantes ainsi que la gelatine ont été immobilisées en plaque 96
puits (1 pg/puits). Le dépot de Clg, C4b et C3b en présence de 4% de sérum humain normal
(NHS) ou déplété en Clqg (NHSACI1q) a été mesuré en utilisant des anticorps anti-C1q, anti-C4
et anti-C3. Les résultats sont exprimés relativement au signal obtenu pour la GAPDH Spn traitée
avec du sérum humain normal, aprés soustraction du contrdle Gelatine. Une expérience
représentative est présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des
triplicatas.

Afin de comprendre ces résultats inattendus, la quantité de Clq présent dans le sérum
commercial NHSAC1q a été vérifiée par Western blot (Figure 111-12). La quantification de ce
Western blot montre que, comparé a du sérum humain normal, 50% du C1q est encore présent
dans le sérum commercial NHSAC1q. Cette donnée est cohérente avec les résultats obtenus
lors des tests de dép6t du complément effectués avec les bactéries (Figure 111-10). Par contre,
il semblerait que la quantité résiduelle de C1g dans NHSAC1q, utilisé a 4 % dans le test, soit

suffisante pour saturer tous les sites de fixation sur les protéines GAPDH. Pour détecter une
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différence de signal, il faudrait réduire les quantités de sera NHS et NHSAC1qg dans ces

expeériences avec les protéines recombinantes purifiées.

NHS
2% | 0,5%

P “—‘ a-Clq

Figure 111-12 : Détection de C1qg dans les sera NHS et NHSAC1qg

La quantité de Clq présente dans les sera NHS et NHSAC1q a été évaluée par Western blot. 10
pL de sérum dilué a 2% ou a 0,5% ont été séparés par SDS-PAGE, transféré sur membrane de
nitrocellulose et le Clq détecté a 1’aide d’un anticorps de lapin anti-Clq et d’un anticorps
secondaires anti-lapin couplés a la HRP. La fixation des anticorps a éte révélée par
chimiluminescence (ECL, Pierce). Le résultat du Western blot a été quantifi¢ a 1’aide du logiciel
ImageJ.

NHSAC1q
2% | 0,5%

[I-iii-1-c- Réle des IgG dans l'activation du complément

La voie classique du complément peut étre activée via 1’interaction de Clq avec des IgG
humains liés aux antigénes du non-soi, en I’occurrence la GAPDH du pneumocoque. Afin de
vérifier que tel n’était pas le cas dans nos expériences, nous avons contr6lé que le sérum NHS
utilisé pour les expériences de dépot du complément ne contenait pas d’anticorps dirigés
contre la GAPDH du pneumocoque, qui pourraient faciliter la liaison et I’activation de Clg.
Les résultats obtenus montrent qu’aucune liaison significative d’IgG n’est détecté¢ sur les
GAPDH recombinantes lorsqu’elles sont traitées avec du sérum humain normal utilisé a 4%

(Figure 111-13, partie droite).

Malgré I’absence d’IgG anti-GAPDH bactérienne dans le NHS, nous avons néanmoins
test¢ si la fixation d’IgG pouvait interférer dans le dépdt de Clq sur les GAPDH
recombinantes lors d’un test d’interaction en phase solide. Pour cela nous avons utilisé un
sérum déficient en IgG produit au laboratoire (NHSAIgG). Les résultats obtenus montrent
qu’aucune différence de fixation de Clq sur la GAPDH du pneumocoque et la GAPDH
humaine n’est observée entre le NHS et NHSAIgG (Figure 111-13 partie gauche). Des tests de
dépdt du complément en phase solide sur le pneumocoque montrent également qu’il n’y a pas
de différences de dépdt de C1qg et C4b sur les souches R6-WT et R6-HBt traitées avec le NHS
et le NHSAIgG (Figure 111-14). Ces données montrent que la fixation de Clq et le dépdt de
C4b sont des processus directement reliés a la reconnaissance de la GAPDH.
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160000

Figure 111-13 : Implication des IgG sériques dans ’interaction GAPDH par Clg

Les GAPDH Spn et Hsa recombinantes ainsi que la gelatine ont été immobilisées en plaque 96
puits (1 pg/puits). La fixation de Clq et d’IgG en présence de 4% de sérum humain normal
(NHS) ou déplété en 1gG (NHSAIgG) a été mesurée en utilisant des anticorps anti-C1q, anti-1gG.
Les valeurs de luminescence brutes, aprés soustraction du contréle Gélatine, sont présentées
(exprimées en Unité Arbitraire) Une expérience représentative est présentée, les données
montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des triplicatas.
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Figure 111-14 : Implication des IgG sérigques dans 1’activation du complément par le

pneumocoque

Le dép6t de Clg, C4b et C3b sur les souches R6-WT et R6-HBt en présence de sérum humain
normal ou déplété en IgG a été mesuré en utilisant des anticorps anti-C1q, anti-C4 et anti-C3. Les
résultats sont exprimés relativement au signal obtenu pour la souche R6-WT traitée avec du sérum
humain normal, aprés soustraction du contrdle réalisé sans sérum. Une expérience représentative
est présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des triplicatas.
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Nous avons observé une diminution du dépét de C3b sur les bactéries de type sauvage et
HBt lors du traitement par le NHSAIgG (Figure 111-14). Afin de tenter d’apporter une
explication a cette observation, nous avons analysé I’intégrité¢ de la population de C3 dans les
séra utilisés par Western blot (Figure 111-15). C3 est composée de deux chaines C3a et C3p3
reliées par un pont disulfure, qui sont détectées dans le NHS lors d’un Western blot réalisé en
conditions dénaturantes (Figure I11-15, partie gauche). En revanche, on observe dans le
NHSAIgG une diminution de I’intensité de la bande correspondant a C3 comparé au NHS
(Figure 111-15, partie droite). Cette analyse indique donc une dégradation partielle de C3 dans
le NHSAIgG, qui explique la diminution de dépdt de C3b observée sur les souches R6-WT et
R6-HBt en comparaison avec le NHS (Figure 111-14).

PM NHS NHSAIgG
(kDa) 2% 05% | 2% | 0,5%

100— < C3a

75— € c3p

Figure 111-15 : Analyse de I’inégrité de C3 dans les séra NHS et NHSAIgG

L’intégrité du C3 présent dans les séra NHS et NHSAIgG a été évaluée par Western blot. 10 pL
de sérum dilué a 2% ou a 0,5% ont été séparés par SDS-PAGE, transféré sur membrane de
nitrocellulose et le C3 détécté a 1’aide d’un anticorps de lapin anti-C3 (Abcam) et d’un anticorps
secondaires anti-lapin couplés a la HRP. La fixation des anticorps a été détectée par
chimiluminescence (ECL, Pierce).

De facon générale, ces résultats confirment que c’est la reconnaissance directe de la
GAPDH du pneumocoque par Clq qui permet 1’activation du complément en surface du
pneumocoque. Les données obtenues prouvent en effet qu’il n’y a pas dans le NHS d’IgG
susceptibles de faciliter la reconnaissance de la GAPDH par Clq et d’induire le dépdt de C4b
et C3b sur le pneumocoque en activant la voie classique.

lI-iii-2- Effet du recrutement de plasmine par la GAPDH sur le dép6t du
complément

Des travaux précedents ont montré que la GAPDH du pneumocoque est capable de
recruter le plasminogéne ou la plasmine de 1’hote [358]. Nous avions également observé que

les formes recombinantes de GAPDH interagissent avec le plasminogene (Figure 111-3 B). Par
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consequent, nous avons cherché a savoir si cette interaction pouvait affecter la reconnaissance

de la GAPDH par Clq et I’activation du complément.

[I-iii-2-a- Sites de fixation indépendants de C1q et du plasminogene

Dans un premier temps nous avons tenté de déterminer si le recrutement du plasminogene
par la GAPDH du pneumocoque pouvait inhiber I’interaction GAPDH-C1q. Lors de tests
d’interaction en phase solide, la pré-incubation en solution de la GAPDH avec du
plasminogéne inhibe complétement I’interaction de la GAPDH avec le plasminogene
immobilisé (Figure 111-16) mais n’interfére que trés peu avec I’interaction de la GAPDH et

Clg immobilisé (Figure 111-16).
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Figure 111-16 : liaison de la GAPDH Spn & C1q et au plasminogéne immobilisés

en présence de plasminogéne soluble

Le Clq, le plasminogéne ou la gelatine ont été immobilisés en plaque 96 puits (1 pg/puits). La
fixation de la GAPDH du pneumocoque (1 pg), seul ou préalablement incubée 1h en présence de
1 pg de plasminogéene, a été mesurée en utilisant un anticorps anti-GAPDHSpn. Les valeurs de
luminescence brutes, aprés soustraction du contrdle Gélatine, sont présentées (exprimées en
Unité Arbitraire) Une expérience représentative est présentée, les données montrées représentent
la valeur moyenne + E.S. des triplicats.

Des tests d’interaction en phase solide sur Clq immobilis¢é montrent que 1’ajout de
quantités croissantes de plasminogéne pré-incubé en solution avec la GAPDH ne permet pas
d’inhiber I’interaction GAPDH-C1q (Figure 111-17). On remarque au contraire que la fixation
de GAPDH peut étre augmentée par 1’ajout de plasminogéne dans ces conditions
expérimentales. Ainsi, pour des ratios GAPDH / plasminogéne de 1/0,1 a 1/1 on observe une
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augmentation dose-réponse de I’interaction de la GAPDH du pneumocoque avec Clq
immobilisé. Au dela I’interaction semble relativement stable, les différences de fixation de la
GAPDH entre les ratios 1/1, 1/5 et 1/10 n’étant pas statistiquement significatives (Figure III-
17). Ces resultats montrent que la fixation de C1lq et du plasminogéne sur la GAPDH du

pneumocoque sont des processus indépendants.
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Figure 111-17 : Le plasminogéne n’inhibe pas ’interaction GAPDH-C1q en test

d’interaction en phase solide

Le Clq ou la gelatine ont été immobilisés en plaque 96 puits (1 pg/puits). La fixation de la
GAPDH du pneumocoque (1 ug), seul ou préalablement incubée 1h en présence de
différentes quantités (0,1 ; 0,5; 1 ;5 ; 10 pg) de plasminogéene, a été mesurée en utilisant un
anticorps anti-GAPDHSpn. Les valeurs de luminescence brutes, aprés soustraction du
contréle Gélatine, sont présentées (exprimées en Unité Arbitraire) Une expérience
représentative est présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne * E.S. des
triplicats. Les variations statistiquement significatives (déterminé par ANOVA, p < 0,05)
sont indiqués par *, " indique des variations non significatives.

Pour confirmer ces données, des expériences de résonance plasmonique de surface ont été
réalisées. La GAPDH a été immobilisée et C1q, le plasminogene, ou un mélange équimolaire
de Clq et de plasminogéne ont été injectés (Figure I11-18). L’association de chacun des
ligands injecté indépendamment est détectée dans les conditions du test, bien que le signal de
I’interaction plasminogéne-C1q soit plus important. Lorsque le mélange des deux ligands est
injecté, le signal obtenu correspond a la superposition des réponses détectées pour les
injections indépendantes. Ainsi, si le sensorgramme obtenu lors de I’injection de Clq est
soustrait a celui de I’injection du mélange, on obtient une réponse se superposant parfaitement

avec celle du plasminogéne seul, ce qui confirme que les sites de fixation sont indépendants.
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Figure 111-18 : L’interaction GAPDH-C1g n’est pas inhibée par le plasminogéne

en résonance plasmonique de surface

Liaison de 10 nM deC1q ( ), de 10 nM de plasminogéne (bleu) ou d’un mélange équimolaire
de ces deux analytes (magenta) a la GAPDH du pneumocoque immobilisée sur une sensorchip
CM5. La soustraction du sensorgramme de Clqg a celui du mélange est présentée en vert. Les
blancs (piste activée/désactivée et injection de tampon) ont été soustrait a chaque sensorgramme.

[I-iii-2-b- Effet de la plasmine sur le dép6t du complément

La plasmine étant une protéase pouvant dégrader divers substrats, nous avons envisageé la
possibilité qu’elle puisse avoir un effet sur le dép6t du complément. Nous avons tout d’abord
vérifié par un test d’activité que la GAPDH est capable d’accueillir une activité plasmine. Ce
test a montré que la GAPDH du pneumocoque immobilisée, incubée avec du plasminogéne
puis de la streptokinase (activateur du plasminogéne), présente une activité plasmine dose-
dépendante, démontrée par 1’hydrolyse d’un substrat chromogénique (N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-
Lys 4-nitroanilide) (Figure 111-19).
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Figure 111-19 : Le plasminogéne recruté par la GAPDH est activable en plasmine

La capacité de recrutement d’activité plasmine de la GAPDH du pneumocoque a été évaluée par
un test colorimétrique. Des quantités croissantes de GAPDH (0,1 ; 0,5; 1;5; 10 pg) ou 10 ug
de BSA ont été immobilisées en plaque 96 puits puis incubées avec 2 pg de plasminogéne. Le
plasminogéne a ensuite été activé ou non en plasmine par 1’ajout de streptokinase (activation) ou
de PBS (Pl : plasminogene/streptokinase, Plg : Plasminogéne/PBS). L’activité plasmine a été
mesurée par [’ajout d’un substrat chromogénique dont 1’absobance a ¢été mesurée a 410 nm.
Contréle + : mélange de plasminogéne, streptokinase et substrat.

Contréle - : BSA/plasminogéne/streptokinase/substrat.

Nous avons par la suite mesuré 1’effet de I’activité plasmine sur le dépot de protéines du
complément induit par la GAPDH du pneumocoque immobilisée. Les résultats obtenus
montrent que 1’ajout de plasminogéne au NHS provoque une augmentation (25%) du dép0t de
Clq, ainsi que de C4b (75%) et C3b (40%) (Figure 111-20). Lorsque la streptokinase est
ajoutée au NHS, nous avons observé une augmentation trés importante (600%) de la fixation
de Cl1q (Figure 111-20) qui se traduit par contre, par une diminution de la quantité de C4b et
C3b déeposé sur la GAPDH, de respectivement 55% et 87% (Figure 111-20). Ces mémes effets
sont observés, bien que dans une moindre mesure, lorsque la GAPDH est pré-incubée avec du
plasminogéne avant I’incubation avec le NHS et la streptokinase : le taux de liaison de Clq
est augmenté de 60%, et ceux de C4b et C3b sont inhibés de respectivement 30% et 63%
(Figure 111-20). Ce résultat inattendu s’explique par le mode d’activation du plasminogéne par
la streptokinase. En effet les activateurs physiologiques du plasminogene (uPA et tPA) clivent
la liaison peptidique entre 1’arginine 561 et la valine 562 du plasminogene. La fonction amine

de la valine libérée par ce clivage forme un pont salin avec 1’aspartate 740 qui induit un
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changement de conformation permettant 1’activation en plasmine. En revanche la
streptokinase interagit avec le plasminogéne et une fonction amine apportée par un résidu de
la streptokinase forme le pont salin [445]. La concentration de streptokinase est donc un
élément limitant pour I’activation du plasminogene. Le sérum humain contenant environ 1,6
UM de plasminogene [446], une dilution & 4% en contient 64 nM. La streptokinase étant
utilisée @ 50 nM, 78% du plasminogéne sérique peut étre activé en plasmine. Dans ces
conditions, la streptokinase étant ajoutée au sérum, le plasminogéne exogene fixé a la
GAPDH n’est probablement pas ou peu activé. La plasmine ayant une affinité pour la
GAPDH du pneumocoque supérieure a celle du plasminogene [358], il est envisageable
qu’une partie du plasminogene recruté par la GAPDH soit remplacé par de la plasmine. 1l est
cependant probable que dans ces conditions, I’activité plasmine associée a la GAPDH soit
moins importante quand elle a été préalablement incubée avec du plasminogéne, ce qui

explique que I’inhibition du dépdt de C4b et C3b soit réduite.
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Figure 111-20 : Effet de la plasmine sur le dép6t de Clqg, C4 et C3

La GAPDH Spn recombinantes ou la gelatine ont été immobilisées en plaque 96 puits (1
pg/puits), puis incubées ou non avec 4 pg de plasminogéne (Plg). Le dépdt de Clq, C4b et C3b
en présence de 4% de sérum humain normal (NHS) contenant ou non de la streptokinase (Sk)
pour activer le plasminogéne en plasmine a été mesuré en utilisant des anticorps anti-Clq, anti-
C4 et anti-C3. Les résultats sont exprimés relativement au signal obtenu pour la GAPDH Spn
traitée avec du sérum humain normal, aprés soustraction du contréle Gelatine. Une expérience

représentative est présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des
triplicats.
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Une interprétation possible de la diminution du depét de C4b et C3b serait une
dégradation protéolytique des protéines du complément induite par la plasmine. Afin de

veérifier cette hypothese, nous avons analysé le devenir de la protéine C3.

Des pneumocoques de souche R6-WT fixés ont été incubés ou non avec du plasminogéne
puis de la streptokinase avant d’étre lavés et mis en présence de NHS ou de C3 purifié. La
quantité de C3 restant dans le surnageant aprés incubation a été mesurée par Western blot. Les
résultats obtenus montrent que lorsque le plasminogéne est active en plasmine a la surface du
pneumocoque, la quantité de C3 présent dans le sérum diminue de 50%. Aucune différence
n’est observée quand le pneumocoque est préalablement incubé avec le plasminogéne seul, la
streptokinase seule, ou uniquement du PBS. Un effet identique est observé avec le C3 purifié
(Figure 111-21). Dans les conditions experimentales utilisées ici, C3 n’est pas détecté associé

aux bacteéries (résultats non montreé).
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Figure 111-21 : Dégradation de C3 par la plasmine recrutée en surface

1x10® CFU de pneumocoques de souche R6 fixées au paraformaldéhyde ont été incubées ou non
avec 5 pg de plasminogéne (Plg), puis saturées avec 1% de BSA. Les bactéries ont ensuite été
traitées ou non a la streptokinase (Sk) afin d’activer le plasminogéne en plasmine (Pl). Les
bactéries ont ensuite été incubées avec 0,5% de NHS ou 5 pg/mL de C3 purifié diluées en PBS.
Apres incubation, le surnageant a été colecté et I’intégrité du C3 a été évaluée par Western blot a
I’aide d’un anticorps de lapin anti-C3 (Abcam).

Les résultats présentés ici montrent que 1’apport de plasminogéne exogeéne, recruté en
surface par le pneumocoque, augmente le dép6t de C1qg, C4b et C3b. Il est probable que la
fixation accrue de C1q a la GAPDH en présence de plasminogene observées précédemment
(Figure 111-17) permette une meilleure activation du complément. L’activation du
plasminogéne par 1’ajout de streptokinase augmente également le dép6t de Clg, mais
provoque une diminution du dépdt de C4b et C3b qui est probablement due a la protéolyse de
C4 et C3 par la plasmine recrutée en surface du pneumocoque. Le recrutement de plasmine
par la GAPDH du pneumocoque permet donc de réduire le dép6t de C4b et C3b, ce qui

représente potentiellement un mécanisme d’échappement a la phagocytose.
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[I-iii-3- Déterminants structuraux de l’interaction GAPDH Spn-C1q

Bien que les GAPDH humaine et bactérienne soient toutes deux reconnues par C1q, une
différence importante dans I’activation du complément en réponse a ces interactions a €té
observée. En effet, la reconnaissance de la GAPDH du pneumocoque permet I’activation du
complément, ce qui n’est pas le cas de la GAPDH humaine. L’étude de ces interactions
permettrait de mettre en évidence les déterminants structuraux impliqués dans 1’activation du
complexe C1, afin de comprendre comment C1q discrimine ses ligands pour n’activer le

complément qu’en cas de reconnaissance d’un ligand signalant un danger.

[1-iii-3-a- identification de résidus impliqués dans l'interaction

Nous avons cherché a mettre en évidence, pour la GAPDH du pneumocoque, les résidus
impliqués dans D’interaction avec Clg, par une approche de « peptide mapping ». Des
peptides de 20 acides aminés, avec un chevauchement de 10 acides aminés entre chaque
peptide, couvrant ’ensemble de la séquence de la GAPDH du pneumocoque ont été
synthétisés par la société Millegen. La fixation de Clq sur I’ensemble des 33 peptides a été
analysée par Dot blot. Les peptides sont immobilisés sur membranes de nitrocellulose qui sont
saturées puis incubées avec C1q, dont la fixation est détectée a 1’aide d’anticorps spécifique.
Apres avoir répété ’expérience a trois reprises, la quantification des Dot blot obtenus a
permis de mettre en évidence de maniere assez reproductible (positif dans au moins 2 des 3
expériences) la fixation de C1q sur les peptides 1, 2, 12, 16, 18, 29, 30 et 31 (Figure 111-22).
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Figure 111-22 : Reconnaissance de peptides de la GAPDH Spn par Clqg

10 pg de chaque peptide synthétique, de GAPDH ou de BSA ont été immobilisés sur membrane
de nitrocellulose puis incubés avec une solution contenant 10u/mL de Clqg. La fixation de Clqg a
été détectée a 1’aide d’un anticorps de lapin anti-Clq et d’un anticorps secondaires anti-lapin
couplés a la HRP. La fixation des anticorps a été révélée par chimiluminescence (ECL, Pierce).
La quantification a 1’aide du logiciel ImageJ d’un Dot blot représentatif est présentée, les valeurs
sont données en unités arbitraires (UA) de luminescence. Bleu : fixation de C1q ne différant pas
significativement du contréle BSA, orange : faible fixation de C1q, rouge : forte fixation de Clq.

Afin de confirmer ces interactions, nous avons testé la capacité de tous les peptides a
inhiber la fixation de C1q a la GAPDH lors d’un test d’interaction en phase solide. Le Clq
immobilisé en plaque 96 puits a été incubé avec des concentrations croissantes de peptides,
aprés quoi la GAPDH du pneumocoque recombinante a été ajoutée. La mesure de la fixation
de la GAPDH montre que parmi les 33 peptides, 3 sont capables d’inhiber I’interaction
GAPDH-C1q : les peptides 12, 16 et 31 (Figure 111-23). La localisation de ces peptides dans la
séquence de la GAPDH du pneumocoque est présentée dans la Figure 111-24. On remarque
que la séquence des peptides ainsi identifiées est identique a 45% dans la GAPDH humaine
pour les peptides 12 et 31. Concernant le peptide 16, I’identité de séquence avec la GAPDH
humaine est de 75%. Sur les trois peptides identifiés, deux sont donc assez proches entre les
GAPDH humaine et bactérienne, alors que le troisieme 1’est fortement. Ces différences dans
les peptides identifiés comme sites de fixation potentiels pourraient expliquer la différence de
reconnaissance des deux GAPDH par Clqg.
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Figure 111-23 : Inhibition de 1’interaction GAPDH-C1q par les peptides

Le Clqg ou la gelatine ont été immobilisés en plaque 96 puits (1 pg/puits). Apres saturation, le
Clq a été incubé avec différentes concentrations de chaque paptides (0,1 ; 1; 10 ; 100 pg/mL). 1
ng de GAPDH du pneumocoque a ensuite été ajoutée dans chaque puits. La fixation de la
GAPDH a été mesurée en utilisant un anticorps anti-GAPDHSpn. Les valeurs de luminescence
brutes sont présentées (exprimées en Unité Arbitraire) Une expérience représentative est
présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne * E.S. des triplicats.

GAFPDH Spn M-VVKVGINGFGRIGRLAFRRIQNVEGVEVTRIND-LTDFVMLAHLLKYDTTQGRFDGTV 58

GAPDH Hsa MGKVKVGVNGFGRIGRLVTRAAE‘NSGKVDIVAINDPFIDINYWYME‘QYDSTHGKEHGTV 60
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GAPDH Spn ITAPGGNDVKTVVENTNHDVLDGTETVISGASCTENCEREMARARODNEGUVEG LMTTIH 178
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GAPDH Spn AYTGDQMILDGPHRGGDLRRARAGAANIVPNSTGAAKATGLVIPELNGKLDGSAQRVPTP 238
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Figure 111-24 : Allqnement des séguences protéiques des GAPDH Hsa et Spn

Les trois peptides de la GAPDH du pneumocoque identifiés comme impliqués dans 1’intéraction
avec C1q sont surlignés en cyan, magenta et vert.

Le degré de conservation des résidus est indiqué par le code suivant : * résidus indentiques,
forte similarité, . faible similarité.
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[1-iii-3-b- Structure cristallographique de la GAPDH du pneumocoque

En parallele de ce travail, nous avons produit et purifié des quantités de GAPDH
recombinante suffisantes pour permettre la résolution de sa structure cristallographique. Les
travaux de cristallogenése préliminaires ont été réalisés par Anne-Marie Di Guilmi, et la
structure de la GAPDH du pneumocoque a été résolue a 1,9A par Christophe Moreau et
Christine Gaboriaud (IBS, groupe IRPAS) (Figure 111-25).

Figure 111-25 : Structures cristallographiques des GAPDH Spn et Hsa

Représentation schématique de la structure cristallographique de la GAPDH du pneumocoque (A)
et humaine (B), pour chaque structure la surface de I’un des diméres est représentée et le
deuxieme dimere est visualisé sous forme « rubans ». Les résidus acides sont représentés en rouge
et les résidus basiques en bleu.

La GAPDH du pneumocoque se présente sous la forme d’un tétrameére, consistant en
I’association de deux dimeéres. Contrairement a d’autres structures de GAPDH résolues a ce
jour, les deux dimeres formant la GAPDH du pneumocoque ne sont pas associés sur un méme
plan, mais se présentent a 90° 1’un par rapport I’autre comme chez la GAPDH humaine Figure
I11-25 A et B). De plus la superposition des deux structures montre que les deux GAPDH
présentent un repliement trés similaire. On observe également que la GAPDH du
pneumocoque présente plus de charges négatives en surface que la GAPDH humaine (Figure
111-25 A et B).

Les résidus correspondant aux peptides identifiés précédemment comme interagissant
avec Clq sont pour la plupart enfouis dans la structure de la GAPDH du pneumocoque, et ne

peuvent donc pas participer a une interaction avec C1q. Cependant, sachant que Clq tend a
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reconnaitre des ligands chargés, nous avons identifiés plusieurs résidus correspondants a ces
peptides, exposés en surface, chargés ou polaires, pouvant étre impliqués dans la
reconnaissance de la GAPDH par C1q (Figure 111-26). Ces résidus sont dans le peptide 12 les
lysines 115, 116 et 128 ainsi que 1’aspartate 126. Dans le peptide 16 la glutamine 164 et
I’asparagine 166 sont exposées en surface, la lysine 161 et I’aspartate 165 sont également
exposés mais forment un pont salin, ce qui rend peu probable leur implication dans une
interaction avec C1g. Enfin dans le peptide 31 la lysine 304 a également été identifiée comme
un résidu potentiellement impliqué dans I’interaction. Tous les résidus identifiés sont exposés

sur la face du dimeére opposée a la zone d’interaction avec 1’autre dimere.
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Figure 111-26 : Résidus présents en surface de la GAPDH Spn potentiellement

impliqués dans ’interaction avec Cl1q

Représentation schématique de la surface de la structure cristallographique d’un dimére de la
GAPDH du pneumocoque. Les résidus acides sont représentés en rouge, les résidus basiques en
bleu et les résidus polaires en vert.

[I-iii-3-c- Implication des résidus identifiés dans l'interaction GAPDH-C1q

Pour déterminer si les résidus identifiés précédemment sont impliqués dans la
reconnaissance de la GAPDH du pneumocoque par Clg, une approche par mutagénése
dirigée a été employée afin de muter en sérine ou en alanine les residus concernés. Les
doubles mutants K115S/K116S, D126A/K128A, Q164A/N166A et le simple mutant K304A
ont été produits et purifiés de maniére recombinante de la méme maniere que la protéine
native. L’interaction de ces mutants avec C1lg, comparés a la GAPDH recombinante, a été

étudiée grace a un test d’interaction en phase solide. Les résultats obtenus jusqu'a maintenant
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ne permettent pas de mettre en évidence une diminution significative et reproductible du

niveau de fixation a C1q de I’un des mutants (Figure 111-27).
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Figure 111-27 : Les mutants de GAPDHSpn ne différent pas dans leur liaison a Clq

Le Cl1q ou la gelatine ont été immobilisés en plaque 96 puits (0,5 ; 1 ; 2 pg/puits). La fixation de
la GAPDH du pneumocoque native ou des différents mutants (1 pg), a été mesurée en utilisant un
anticorps anti-GAPDHSpn. Les valeurs de luminescence brutes, aprés soustraction du contrdle
Gélatine, sont présentées (exprimées en Unité Arbitraire) Une expérience représentative est
présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des triplicats.

[lI-iii-4- Déterminants structuraux de I’interaction GAPDH Spn-plasminogéne
Dans la mesure ou une stratégie était mise en place pour tenter de déterminer quels sont le
ou les sites de liaison de C1q sur la GAPDH du pneumocoque, nous avons appliqué les méme

outils a I’¢tude de I’interaction GAPDH-plasminogeéne.

La stratégie de « peptide mapping » a ainsi été utilisée pour identifier des peptides
candidats comme sites de fixation du plasminogene sur la GAPDH du pneumocoque. La
quantification des Dot blot obtenus a montré que le plasminogéne se fixe sur les peptides 12,
13, 15, 18 et 31 (Figure 111-28). Afin de confirmer ces interactions, nous avons testé la
capacité des peptides a inhiber la fixation de la GAPDH au plasminogeéne lors d’un test
d’interaction en phase solide. Les résultats de ces expériences montrent que parmi les 33
peptides, seuls les peptides 12 et 31 entrent en compétition avec la GAPDH pour la fixation

du plasminogéne dans les conditions du test (Figure 111-29).
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Figure 111-28 : Reconnaissance de peptides de la GAPDH Spn par le plasminogéne

10 pg de chaque peptide synthétique, de GAPDH ou de BSA ont été immobilisés sur membrane
de nitrocellulose puis incubés avec une solution contenant 10u/mL de Cl1q. La fixation de Plg a
été détectée a I’aide d’un anticorps de lapin anti-Plg et d’un anticorps secondaires anti-lapin
couplés & la HRP. La fixation des anticorps a été révélée par chimiluminescence (ECL, Pierce).
La quantification a I’aide du logiciel ImageJ d’un Dot blot représentatif est présentée, les valeurs
sont données en unités arbitraires (UA) de luminescence. Bleu : fixation de C1q ne différant pas
significativement du controle BSA, orange : faible fixation de C1q, rouge : forte fixation de Clq.
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Figure 111-29 : Inhibition de 1’interaction GAPDH-C1q par les peptides

Le plasminogéne ou la gelatine ont été immobilisés en plaque 96 puits (1 pg/puits). Aprés
saturation, Le Plg a été incubé avec différentes concentrations de chaque paptides (0,1 ; 1; 10 ;
100 pg/mL). 1 ug de GAPDH du pneumocoque a ensuite été ajoutée dans chaque puits. La fixation
de la GAPDH a été mesurée en utilisant un anticorps anti-GAPDHSpn. Les valeurs de
luminescence brutes sont présentées (exprimées en Unité Arbitraire) Une expérience représentative
est présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des triplicats.
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Les mutants de la GAPDH du pneumocoque, construits pour tenter de mettre en évidence
I’implication de certains résidus dans I’interaction GAPDH-C1g, ont également été testés
pour leur interaction avec le plasminogene. La fixation de la GAPDH recombinante et des
mutants a différentes quantités de Plg immobilisé a ainsi été mesurée (Figure 111-30). Le
mutant D126A/K128A n’a pas été intégré a ces tests car sa construction n’était pas terminée
quand ces tests ont été réalisés. Les résultats obtenus montrent que le simple mutant K304A
est le seul a présenter de manicre reproductible un niveau d’interaction significativement
réduit (-26%) avec le plasminogéne. Cette inhibition partielle suggére que d’autres résidus

sont probablement impliqués dans la fixation du plasminogéne.
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Figure 111-30 : impact des mutations sur la fixation de la GAPDH au plasminogéne

Le plasminogéne ou la gelatine ont été immobilisés en plaque 96 puits (0,5 ; 1 ; 2 pg/puits). La
fixation de la GAPDH du pneumocoque native ou des différents mutants (1 ug), a été mesurée en
utilisant un anticorps anti-GAPDHSpn. Les valeurs de luminescence brutes, aprés soustraction du
contrdle Gélatine, sont présentées (exprimées en Unité Arbitraire) Une expérience représentative
est présentée, les données montrées représentent la valeur moyenne + E.S. des triplicats. Les
variations statistiquement significatives (déterminé par ANOVA, p < 0,05) sont indiqués par *.
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ll-iv- Discussion

Avant le travail présenté ici, le seul ligand connu de la GAPDH du pneumocoque en
termes de fonction « moonlighting » était le plasminogéne. L’idée que la GAPDH du
pneumocoque, a I’instar d’autres GAPDH bactériennes, puisse avoir d’autres fonctions que

celle de recrutement du plasminogéne, nous a conduit a chercher d’autres ligands.

[ll-iv-1- La GAPDH présente en surface des cellules humaines est un nouveau
ligand de Clq

L’un des principaux déclencheur a 1’origine de cette étude a été notre collaboration avec
Philippe Frachet (IBS, groupe IRPAS), qui considérait la GAPDH humaine comme un ligand
de C1q. Les résultats obtenus par nos collaborateurs montrent que les tétes globulaires de C1q
(C1gGR) se fixent a une protéine d’environ 36 kDa associée aux membranes des cellules

apoptotiques et identifiée par séquencage N-terminal comme étant la GAPDH.

Les expériences de co-localisations réalisées montrent que la fixation de C1qGR n’est
détectée que sur les cellules apoptotiques (Figure 111-2 D et N), tandis que le C1q entier se
fixe aux cellules viables et apoptotiques (Figure I11-2 I et S). La fixation de C1qg aux cellules
viables peut étre due a la reconnaissance des parties collagénes de C1q par des récepteurs
cellulaires. La superposition des images d’immunofluorescence de la GAPDH humaine et de
Clg ou C1gGR montre une importante co-localisation (attestée par un fort coefficient de
corrélation) au niveau des « bulles » de surface des cellules apoptotiques (Figure 111-2 O et T),
ce qui renforce I’interprétation que la GAPDH humaine est un ligand de C1q en surface des

cellules apoptotiques.

lll-iv-2- Etude biochimique des interactions GAPDH Spn et Hsa-C1q
La GAPDH du pneumocoque étant un homologue de la GAPDH humaine (identité de
séquence d’environ 50%), nous avons cherché a vérifier par une approche in vitro si les deux

protéines étaient reconnues par C1g.

Lors de tests d’interaction en phase solide sur C1q immobilisé, nous avons pu montrer que
la GAPDH humaine et la GAPDH du pneumocoque interagissent avec Clq in vitro.
L’incubation de quantités croissantes de GAPDH avec C1q montre une liaison dose-réponse

significative des GAPDH au Clq (Figure 111-3 A). De maniére intéressante, le contréle réalisé
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dans les mémes conditions avec le plasminogéne, connu pour interagir avec la GAPDH du
pneumocoque [358], montre également une interaction dose-réponse de la GAPDH humaine
avec le plasminogene (Figure 111-3 B). Dans le travail realis€ par Bergmann qui a
originalement montré 1’interaction de la GAPDH du pneumocoque avec le plasminogéne, les
auteurs suggerent qu’a 1’instar de 1’énolase les lysines de la partie C-terminales de la GAPDH
sont responsables de la fixation du plasminogene. Cependant le motif FAKIAK présent en C-
terminal de la GAPDH du pneumocoque n’est pas retrouvé chez la GAPDH humaine
(MASKE) qui fixe elle aussi le plasminogeéne. Ces résultats laissent a penser que bien que les
lysines terminales de la GAPDH du pneumocoque puissent étre impliquées dans la liaison au
plasminogene, il est possible que d’autres résidus soient, comme chez ’énolase, également

impliqués dans cette interaction.

L’interaction des GAPDH recombinantes avec Clq a été confirmée par une approche de
pontage chimique en solution suivie d’une analyse par Western blot ainsi que par microscopie
électronique a transmission (Figure 111-5 C et D). Les images obtenues montrent que les
GAPDH semblent interagir en solution avec les tétes globulaires de Clq, I’organisation des
complexes observés placant les GAPDH aux extrémités de la structure en bouquet de tulipes

de Clq, la ou sont localisées les tétes globulaires.

Nous avons par la suite caractérisé les interactions entre les GAPDH recombinantes et
Clq par des expériences de résonance plasmonique de surface. En collaboration avec le
groupe IRPAS, qui accueille la plateforme de résonance plasmonique de surface de I’IBS
(sous la responsabilité de Nicole Thielens), les interactions ont été étudiées en utilisant un
appareil Biacore 3000. Des interactions stables et de forte affinité ont ainsi été mises en
évidence entre les GAPDH et C1q (Kp GAPDH Spn = 0,34 nM, Kp GAPDH Hsa = 2,17 nM),
la comparaison des taux d’association et de dissociation montre que la GAPDH du
pneumocoque forme avec C1q un complexe plus stable que la GAPDH humaine. Ces résultats
indiquent donc que le ou les sites de fixation de Clq différent en partie entre les deux
GAPDH. Les deux GAPDH interagissent également avec les tétes globulaires de Clq dans
des conditions expérimentales identiques (Figure 1lI-4 C et D). Les résultats obtenus
confirment la différence d’affinit¢é de Clq pour les deux GAPDH, le complexe formé avec

C1qGR étant plus stable dans le cas de la GAPDH du pneumocoque.

Les expériences de résonance plasmonique de surface ayant permis de caractérisé les

interactions ont été réalisées avec les protéines recombinantes présentant toujours 1’étiquette
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polyhistidine utilisée pour leur purification. Nous avons donc vérifié que I’étiquette
polyhistidine n’interfére pas dans la reconnaissance des GAPDH par C1g en comparant par
Biacore la fixation a C1qGR d’une GAPDH humaine commerciale et de notre GAPDH
humaine recombinante. Les résultats obtenus ne montrent pas de différences significatives en
termes d’affinité, ce qui permet d’exclure une implication de I’étiquette polyhistidine dans les

interactions avec C1q.

[lI-iv-3- Implication de la GAPDH de surface dans la reconnaissance du
pneumocoque par Clq

Un probleme difficilement solvable lors de 1’étude de I’importance de l1a localisation en
surface de la GAPDH sur ses fonctions « moonlighting » est qu’il s’avére souvent impossible
de genérer des mutants de délétion. En effet chez les streptocoques la glycolyse est la seule
voie métabolique permettant 1’assimilation des sucres, rendant essentielles les enzymes qui y
sont impliquées. Une solution ingénieuse a ce probleme a été apportée par 1’équipe de
Pancholi qui a remplacé le gene chromosomique gapd, codant la GAPDH chez S. pyogenes,
par un géne codant la méme GAPDH, fonctionnelle mais avec 12 résidus hydrophobes
supplémentaires en position C-terminale. L’addition de cette queue hydrophobe avait pour
objectif d’empécher I’export de la GAPDH en I’ancrant a la membrane du coté
cytoplasmique. L’absence d’activitt GAPDH de surface du mutant gadp-HBtail et la
localisation par immunofluorescence ont montré ’efficacité de cette approche, bien que la
GAPDH soit en fait retenue dans le cytoplasme et non a la membrane [447]. La croissance de
ce mutant en culture est normale mais il est en revanche déficient pour le recrutement du
plasminogéne, présente une adhérence réduite aux cellules Detroit 562 et perd totalement son

activité antiphagocytaire [447].

Nous avons appliqué cette approche au pneumocoque dans les souches R6 (non-capsulée)
et D39 (capsulée). Les souches mutantes obtenues ont été caractérisées et les résultats obtenus
montrent que la quantité de GAPDH associée a la surface bactérienne est significativement
réduite chez les mutants comparés aux souches sauvages. Ces résultats confirment I’intérét de
cette approche de fusion de queue hydrophobe, qui permet de réduire I’export de GAPDH

vers la surface du pneumocoque d’environ 50%.

L’effet de la diminution de I’export de la GAPDH a par la suite été étudié par des tests
d’interactions en phase solide avec Clq ou le plasminogéne immobilises. Les résultats

obtenus montrent que la fixation des mutants R6-HBt et D39-HBt sur C1q est en moyenne
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réduite d’environ 50% (Figure III-7 A et C), un résultat en accord avec la réduction de la
quantité de GAPDH présente a la surface de ces mutants et qui confirme 1’implication de la
GAPDH de surface dans la reconnaissance du pneumocoque par C1g. La fixation de C1q en
surface du pneumocoque, indépendamment de la présence d’autres effecteur solubles de
I’immunité, avait déja été mise en évidence dans des modéles d’infection [142]. Nos résultats
font cependant de la GAPDH le premier ligand protéique présent en surface d’une bactérie

pathogéne directement reconnu par C1g.

Dans les tests d’interaction avec le plasminogeéne, les mutants R6-HBt et D39-HBt
présentent des comportements Iégerement différents. L interaction du mutant R6-HBt avec le
plasminogéne est réduite de 40%, tandis que son interaction avec C1q est diminuée de 50%,
une différence qui s’explique probablement par la présence d’autres récepteurs du
plasminogéne en surface du pneumocoque tels que 1’énolase ou CbpE [354, 357]. La
diminution beaucoup plus importante de la fixation du mutant D39-HBt au plasminogene (-
70%), dont I’interaction avec C1q est, comme chez R6-HBt, réduite de 50%, pourrait quant a
elle étre imputée a la présence de la capsule. Cette derniere pourrait en effet diminuer
I’accessibilité de certains récepteurs du plasminogéne. Cette explication laisse a penser qu’en
présence de la capsule la GAPDH est un des récepteurs du plasminogene les plus accessibles
en surface du pneumocoque, sans pour autant suggérer que la GAPDH interagit avec la

capsule puisque la GAPDH est présente en surface de souches non capsulées.

[ll-iv-4- Activation du complément par la GAPDH du pneumocoque

Les résultats obtenus ayant permis de démontrer que les GAPDH humaine et du
pneumocoque, présentes respectivement en surface des cellules apoptotiques et du
pneumocoque, sont toutes deux reconnues par C1q, nous avons cherché a comprendre quels

pouvaient étre les effets de ces interactions.

Les résultats obtenus grace a des expériences d’activation du complexe C1 et de dép6t du
complément montrent que la reconnaissance directe par C1q de la GAPDH en surface du
pneumocoque permet 1’activation de la voie classique du complément, qui conduit au dépot
de C3b et donc a I’opsonisation de la bactérie. En revanche, la reconnaissance de la GAPDH
humaine par C1q ne semble pas en mesure d’activer le complément, ce qui indique que cette
protéine est bien reconnue par C1q comme appartenant au soi-altéré et ne déclenche pas une
signalisation de danger. L’hypothése que la GAPDH du pneumocoque permette

I’échappement au systeme immunitaire par un mécanisme de mimétisme moléculaire avec la
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GAPDH humaine semble donc infondée. Ces résultats aménent a s’interroger sur la maniére

dont C1q discrimine ces deux ligands malgré leur degré de similarité important.

Nous avons au cours de ce travail montré que la GAPDH du pneumocoque est capable
d’activer le complexe C1. Ce résultat ayant été obtenu au cours de tests réalisés en solution, il
apparait qu’il n’est pas nécessaire que la GAPDH soit associée a la surface bactérienne pour
activer le complément. La GAPDH du pneumocoque, a ’instar d’autres GAPDH bactériennes
[441], est présente en surface de la bactérie mais est également retrouvée dans le surnageant
de culture. Cette constatation nous conduit a proposer que la GAPDH libérée par le
pneumocoque puisse, a I’instar de la pneumolysine [305, 306], activer le complément a
distance de la bactérie, permettant ainsi de diminuer localement les concentrations des
certaines protéines du complément comme C2 et C4. L’activation protéolytique de ces
composants de la cascade du complément a distance de la bactérie équivaut a leur
neutralisation, puisqu’il est fort probable qu’ils réagiront avec une autre protéine présente en

solution bien avant de rencontrer la bactérie.

Pour aller plus loin dans notre étude nous avons également tenté de développer un test de
phagocytose du pneumocoque afin d’observer 1’effet des mutants HBt (résultats non montrés).
Les résultats préliminaires obtenus montrent que 1’incubation des pneumocoques du sérum
humain normal avant leur mise en contact avec des cellules THP-1 différentiées en
macrophages augmente la phagocytose des bactéries, signe de leur opsonisation par le
complément. En revanche nous n’avons pas pu mettre en évidence de différences entre les
souches sauvages et les mutants. Il est probable que bien que réduit, le dépdt de C3b sur les
souches mutantes reste suffisant pour induire la phagocytose au méme niveau que chez les
souches sauvages dans les conditions de notre test. Le fait que la GAPDH reste présente en
surface des souches mutantes a hauteur d’environ 50% peut étre ici un élément limitant. La

présence d’autres ligands de C1q en surface du pneumocoque n’est également pas a exclure.

lll-iv-5- Etude structurale des interactions

Les GAPDH humaine et du pneumocoque sont toutes deux reconnus par C1qg, néanmoins
lors de la caracterisation biochimique de ces interactions nous avons remarqués que ’affinité
de Clq pour la GAPDH du pneumocoque est plus élevée que pour la GAPDH humaine. Cela
indique que bien que les deux GAPDH soient identiques a environ 50%, le ou les sites de
liaison des tétes globulaires de C1q puisse étre en partie différents. La comparaison des
structures cristallographiques des deux GAPDH montre des disparités de charges en surface

200



de ces deux protéines. La GAPDH du pneumocoque présente ainsi plus de patchs acides a sa
surface que la GAPDH humaine, qui est globalement plus basique. L’étude de la structure des
tétes globulaires de C1q montre qu’elles ont le potentiel de reconnaitre de maniere différente
les ligands en fonction de leur charges (Figure 1-11). Ainsi des résidus basiques qui pourraient
participer a la reconnaissance d’un ligand chargé négativement sont présents a I’extrémité et
sur la partie extérieure de la téte globulaire. Au contraire des résidus acides, potentiellement
capables de reconnaitre des ligands chargés positivement, sont exposés sur la face interne de
la téte globulaire. 1l est envisageable que la différence dans les charges de surface des
GAPDH puisse expliquer leurs différences en termes d’activation du complément. La
GAPDH humaine étant chargee plutot positivement, sa reconnaissance pourrait impliquer
majoritairement des résidus présents sur la partie intérieure des tétes globulaires. Au contraire
I’interaction avec la GAPDH du pneumocoque, qui présente plus de charges négatives,
pourrait mettre en jeu des résidus se trouvant a 1’extrémité ou sur la partie extérieure des tétes
globulaires. Cette configuration de I’interaction pourrait ainsi étre plus favorable pour
I’activation du complément, 1’établissement d’interactions avec de multiples ligands distants
les uns des autres étant dans ces conditions plus susceptible de se produire, et donc d’induire
le changement de conformation de C1q nécessaire a 1’activation, tel que décrit dans le modele
établi par nos collaboratrices Nicole Thielens et Christine Gaboriaud (IBS, groupe IRPAS)
[162].

Lors de notre tentative visant a identifier le ou les sites de liaison de C1q sur la GAPDH
du pneumocoque nous avons, en combinant « peptide mapping » (Figure 111-22 et 23) et
structure cristallographique de la GAPDH, mis en évidence des résidus exposés en surface de
la GAPDH potentiellement impliqués dans I’interaction avec C1lq (Figure 111-26). Parmi ces
résidus, certains sont conservés dans la GAPDH humaine, tels que la lysine 115, I’aspartate
126 et I’asparagine 166. Parmi les autres résidus identifiés qui ne sont pas conservés,
plusieurs cas sont possibles (Figure I11-24). Une arginine dans la séquence de GAPDH
humaine correspond & la lysine 116, il y a donc conservation de la charge positive (Figure Il1-
24). On peut supposer que dans ce cas une interaction puisse étre conservée. La glutamine 164
est remplacée par une histidine, ce qui introduit une charge positive a la place d’un résidu
polaire (Figure 111-24). Concernant les lysines 128 et 304 les changements sont encore plus
drastiques, les résidus correspondants étant dans la GAPDH humaine respectivement une
proline et un aspartate (Figure I11-24). 11 y a donc remplacement d’un acide aminé chargé

positivement, dans un cas par un acide aminé apolaire, et dans ’autre par un acide aminé
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chargé négativement. On peut supposer que des interactions établies entre les tétes globulaires
de Clq et ces résidus dans la GAPDH du pneumocoque seraient absentes avec la GAPDH
humaine. Cet ensemble de similarités et de différences pourrait ainsi expliquer pourquoi
I’affinité de Clq est inférieure pour la GAPDH humaine, et également pourquoi seule la
GAPDH du pneumocoque active le complexe C1. Cependant, la stratégie de mutagenése
dirigée utilisée pour tester I’implication de ces résidus dans I’interaction de la GAPDH du
pneumocoque avec Clq n’a a ce jour donné aucun résultat concluant. II est ainsi possible que

cette interaction implique une combinaison de ces résidus et d’autres non identifiés.

Le travail réalisé pour 1’étude de I’interaction GAPDH-C1q a également été mis a profit
dans le cadre de I’interaction GAPDH-plasminogéne. La premiere fonction « moonlighting »
de la GAPDH du pneumocoque mise en évidence a en effet été son interaction avec le
plasminogéne [358]. Dans cet article les auteurs ont émis 1’hypothése que I’interaction de la
GAPDH avec le plasminogéne repose sur ses deux lysines terminales (332 et 335). Certain
des résultats obtenus au cours de notre travail (présenté en Ill-iv-2) permettent cependant
d’envisager I’implication d’autres résidus, comme chez 1’énolase du pneumocoque dont
I’interaction avec le plasminogene repose a la fois sur les résidus lysines terminaux et sur un
motif interne [357, 407]. Nous avons ainsi testé plusieurs des mutants de la GAPDH pour leur
interaction avec le plasminogéne (Figure 111-30). Seule la mutation de la lysine 304 en alanine
diminue significativement la liaison de la GAPDH du pneumocoque au plasminogéne, ce qui
prouve que cette lysine qui n’appartient pas au motif FAKIAK C-terminal est impliquée dans
le recrutement du plasminogene. Cette inhibition de I’interaction est cependant limitée, ce qui
montre que d’autres résidus sont impliqués. Les deux lysines C-terminales sont évidemment

les premiers candidats qui devront étre testés.

lll-iv-6- Reconnaissance par Clq et activation du complément, un sacrifice
acceptable pour la GAPDH du pneumocoque ?

Au cours de ce travail, nous avons montré que la reconnaissance de la GAPDH de surface
du pneumocoque par Clq entraine I’activation de la voie classique du complément et conduit
a I’opsonisation de la bactérie par C3b. Bien que la GAPDH permette le recrutement de
plasmine qui facilite 1’invasion, le pneumocoque dispose d’autres récepteurs du
plasminogene. On peut donc se demander pourquoi au cours de 1’évolution, la localisation en

surface de la GAPDH a été conservée. Il est bien entendu possible que les mutations
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permettant d’inhiber I’export ou la fixation de la GAPDH en surface rendent la protéine non

fonctionnelle et n’aient donc pas pu étre sélectionnées.

Il est eégalement envisageable que les effets négatifs pour le pneumocoque de la
reconnaissance de la GAPDH par Clqg puissent étre contrebalancés. Une étude publiée
récemment a ainsi montré que la fixation de Clq a la surface du pneumocoque facilite
I’adhésion et I’invasion des cellules épithéliales et endothéliales [448]. Cet effet est d0 a la
fixation des régions collagenes de C1q aux cellules hotes. Il apparait ainsi que la
reconnaissance du pneumocoque par Clq peut avoir des effets positifs dans le processus

d’invasion.

Nous avons pour notre part voulu déterminer si la fonction de recrutement du
plasminogéne de la GAPDH du pneumocoque pouvait interférer avec la reconnaissance et
I’activation du complément par Clq. Les résultats que nous avons obtenus montrent que le
recrutement de plasminogeéne par la GAPDH n’inhibe pas I’interaction avec Clq (Figure III-
16 et 18) et peut méme augmenter la fixation de C1q a la GAPDH (Figure 111-17 et 20). Nous
avons en effet observé au cours de nos expériences que C1q est capable de se fixer dans une
certaine mesure au plasminogéne (résultats non montrés). Nous avons également montré que
lorsque le plasminogéne est activé en plasmine par 1’ajout de streptokinase, la fixation de Clq
sur la GAPDH augmente, mais le dépbt de C4b et C3b est réduit suite a leur dégradation par
la plasmine, ce qui peut participer au processus d’échappement a la phagocytose. L’existence
de ce type de mécanisme d’échappement au systéme immunitaire inné a été montrée pour la
premiere fois chez Bacillus anthracis en 2011 [449]. Ces travaux ont montré que les spores de
B. anthracis recrutent le plasminogene gréace a des protéines « moonlighting » présentes a leur
surface (énolase, EF-Tu, GroEL). Le plasminogéne ainsi recruté peut étre activé en plasmine
par I’activateur UPA, et cette plasmine permet la dégradation du C3b déposé sur les spores.
Récemment chez le pneumocoque il a été montré que le plasminogéne recruté en surface par
la protéine PepO pouvait également étre activé par I'uPA et dégrader le C3b [356]. Ces
résultats confirment donc ceux que nous avons obtenus, et indiquent que le recrutement
d’activité plasmine en surface du pneumocoque peut lui permettre d’échapper a I’opsonisation
par C3b. Ainsi, I’activation du complément par la reconnaissance de la GAPDH du
pneumocoque par C1g semble pouvoir étre contrebalancee par la capacité de recrutement
d’activité plasmine de la GAPDH (et d’autres protéines). Nos résultats montrent que le
recrutement de plasmine par la GAPDH augmente le dép6t de Clg, un effet qui pourrait

participer au processus d’invasion dans la mesure ou le Clq fixé en surface du pneumocoque

203



facilite 1’adhésion et I’invasion des cellules de 1’hote [448]. 1l serait ici intéressant d’étudier
par Western blot I’intégrit¢ du Clq recruté en présence d’activité plasmine, ainsi que sa
capacité a activer les protéases C1r et Cls. Il est en effet envisageable que le C1q soit en
partie dégradé par la plasmine et qu’il ne soit plus capable d’activer la voie classique du
complément tout en restant fixé a la GAPDH. Cette situation présenterait le double avantage
de recruter le C1q pour participer aux interactions avec les cellules hotes et d’empécher la

fixation de complexe C1 actif.
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V- Mécanisme d’export et d’association en surface

de la GAPDH du pneumocoque
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IV-i- Présentation

La présence de protéines « moonlighting » se caractérisant par leurs fonctions multiples et
autonomes a été mise en évidence chez diverses bactéries. Dans la plupart des cas les
fonctions « moonlighting » de ces protéines cytoplasmiques sont liées a une localisation a la
surface bactérienne. La glycolyse est une source importante de protéines « moonlighting », et
il a ét¢ montré pour diverses enzymes glycolytiques des capacités d’interaction avec

différentes protéines de 1’hote [450].

La GAPDH est une enzyme impliquée dans la glycolyse, dont la présence en surface du
pneumocoque a été démontrée [358]. La GAPDH de surface du pneumocoque participe au
recrutement de la plasmine, un mécanisme qui facilite ’invasion des tissus de 1’hote [358,
361]. Nous avons également montré que la GAPDH de surface peut participer a

I’échappement au systéme immunitaire, 1’activité plasmine empéchant 1’opsonisation par C3b.

Bien que de nombreuses protéines « moonlighting » bactériennes aient été caractérisées,
nos connaissances concernant les mécanismes par lesquels elles transitent depuis le
cytoplasme vers le milieu extracellulaire ou la surface bactérienne sont actuellement trés
limitées. De méme, peu de données sont disponibles en ce qui concerne les structures

permettant le recrutement a la surface bactérienne de ces protéines.

Au cours de ce travail nous avons donc cherché a ¢€lucider le mécanisme d’export de la
GAPDH du pneumocoque. Ayant exclu les mécanismes de sécrétion actifs généralement
impliqués dans I’export de protéines, nous avons utilisé des approches biochimiques et
génétiques pour déterminer si la GAPDH pouvait étre relarguée par la lyse bactérienne au
cours de la croissance. Nous avons par la suite utilisé des approches biochimiques pour
déterminer quels composants de la paroi bactérienne pouvaient permettre le recrutement de la

GAPDH en surface du pneumocoque.
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Abstract

The pneumococcal GAPDH is a surface-exposed glycolytic enzyme, displaying
moonlighting activities on bacterial invasion and host immune system modulation.
Release of conserved cytoplasmic proteins is widely spread among Gram-positive and
Gram-negative bacteria. However, pneumococcal GAPDH, like others moonlighting
proteins, do not contain N-terminal signal peptide which impairs its secretion through
active secretion systems (Sec, Tat). It does not either contain any membrane or cell wall
anchoring signal. Thus, the mechanisms leading to GAPDH export and binding to the
pneumococcal surface had not been deciphered yet. In this work, we addressed the role
of the major pneumococcal autolysin LytA in the delivery process of GAPDH to the cell
surface. The amount of surface-associated GAPDH was shown to be markedly reduced
on the R6 AlytA strain, and on the R6 wild-type strain grown in presence of 1% Cho,
both condition displaying reduced cell lysis phenotypes. Those results indicate that the
presence of GAPDH at the surface of pneumococcal cells depends on the LytA-mediated
lysis of a fraction of the cell population. Moreover, we showed that pneumococcal
GAPDH binds to the bacterial cell wall independently of the presence of the teichoic
acids component, indicating that GAPDH interacts with peptidoglycan in order to

associate to the pneumococcal surface.
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Introduction

Streptococcus pneumoniae is an important human pathogen that causes respiratory tract
infections like pneumonia and sinusitis and invasive diseases such as septicemia and
meningitis. This bacterium is responsible worldwide for the death of around 1 million
children under 5 years of age every year (O’Brien, 2009).

Numbers of proteins exposed on the S. pneumoniae surface act as virulence factors, which
contribute in bacterial adhesion to human tissues, in innate immune recognition and evasion
and in regulating bacterial metabolism to adapt environmental changes (Koppe, Yesilkaya,
Kadioglu). Beside the secreted or membrane-anchored protein associated with N-terminal
signal peptide, three major groups of cell-surface proteins have been identified. Some proteins
are covalently linked to the peptide moiety of the peptidoglycan by dedicated transpeptidase
sortase enzymes, which recognize the LPxTG sorting motif. Lipoproteins are anchored to the
membrane phospholipids through the N-terminus LxxC motif recognized by the signal
peptidase Il. Lastly, the choline-binding proteins (Cbps) are non-covalently associated to the
phosphorylcholine (PCho) residues that decorate the (lipo)teichoic acid polysaccharides
present in the cell wall. These latter proteins are uniquely present in S. pneumoniae and to a
lesser extend in a subset of Streptococcus species of the Mitis group, i.e, S. mitis and S. oralis
(Frolet, Madhour).

Despite the absence of signal peptide, a pool of proteins has been shown to be located at
the surface of eukaryotic and prokaryotic cells. Surprisingly, many of these proteins are
highly conserved like metabolic enzymes or molecular chaperones and harbor additional
biological activities when located at such unusual place, leading to their qualification as
moonlighting proteins (Henderson and Martin, 2011). An increasing number of glycolytic
enzymes have been described to behave as moonlighting proteins, including aldolase, triose-
phosphate isomerase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and enolase
(Henderson and Martin, 2011). The pneumococcus displays a large set of surface
moonlighting proteins involved in the glycolytic pathway and in protein synthesis (Ling,
2004). A number of them, including GAPDH are antigenic in children and adults; antibodies
elicited by recombinant GAPDH inoculation were also shown to confer protection to
respiratory challenge in mouse inoculated with virulent pneumococci (Ling, 2004).

Besides the well-characterized glycolytic function of GAPDH, this protein displays
multiple functions in eukaryotic and prokaryotic cells, like membrane fusion, transcriptional
co-activation, DNA repair, apoptosis induction and regulation, transferrin binding and

bacterial virulence (Henderson, Sirover 2005, Tarze, Raje, Sirover 1997). In a number of
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pathogenic bacteria, including the pneumococcus, surface-exposed GAPDH binds
plasminogen. Conversion of plasminogen to proteolyticaly-active plasmin plays important
roles in pathological processes, like the escape from blood clots and innate immune system,
tissue invasion and cell adherence (Attali, Bergamann 2007, Agarwal). We recently described
a novel function of GAPDH. We showed that the pneumococcal and human GAPDHSs are
ligands for C1q, a key component of the classical complement pathway of the innate immune
system (Terrasse, 2012). Despite high similarity in the binding properties of both GAPDHSs
with human Cl1q, only the pneumococcal GAPDH activates the complement cascade
(Terrasse, 2012). These data shed new insights on the role of GAPDH in modulating the host
immune response.

Moonlighting proteins are involved in bacterial virulence in a wide range of pathogens like
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Clostridium pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Mycoplasma genitalium and almost all Streptococci
(Henderson and Martin, 2011). These biological functions are carried out at the bacterial
surface and raise the question of their mode of access to the cell surface. The absence of
peptide signal sequences excludes active secretion through the SecA and Tat machineries can
not be considered. In this work, we used the pneumococcal GAPDH as a moonlighting
protein prototype to address the question of the export process. Our data support an autolysin
LytA-mediated lysis of S. pneumoniae in the release of GAPDH prior to binding to the
peptidoglycan.
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Materials and Methods

Pneumococcal growth conditions

Pneumococcal strains were grown at 37°C with 5% CO, in Todd Hewitt (TH) broth or in
chemically defined C-medium supplemented with 0.1% yeast extract (CY). Whenever
required, 1% Choline chloride (Cho) was added to the culture media. To monitor growth
curves, cells were placed into multiwell plates within a Fluostar instrument (Optima; BMG) at

37°C where the absorbance at 600 nm was recorded.

Production and purification of recombinant GAPDH proteins

The construction of the clones encoding the human (Hsa) and pneumococcal (Spn) GAPDH
proteins fused to a His6-tag at the N-terminus has been described previously (Terrasse 2012).
Overnight cultures of the Escherichia coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL (Stratagene) strain
transformed with the expression constructs were used for inoculation with 500 ml of Terrific
Broth medium (Euromedex) supplemented with 100 pg/ml of ampicillin and cultured at 37°C
for 3 h. Protein expression was induced with 0.5mM isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside
for 16 h at 15°C. After sonication and centrifugation of the lysate (20 min, 40,000 x g),
recombinant GAPDHs were recovered from the soluble fraction and loaded onto a 1-ml
prepacked HisTrap HP column (GE Healthcare). Column equilibration buffer was 50 mM
Tris-HCI, 200 mM NaCl, 20 mM imidazole (pH 8.0). After extensive washing, His-tagged
GAPDHSs were eluted with 60, 100, 300 and 500 mM imidazole steps in 50 mM Tris-HCI,
200 mM NacCl (pH 8.0) buffer and subsequently dialyzed against 10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 2 mM CaCl, (pH 7.4) before use for biological assays. The degree of protein purity was
checked by Coomassie Blue staining of SDS-polyacrylamide gels. Protein concentrations
were determined by absorbance at 280 nm. Pneumococcal GAPDH was FITC-labelled by
adding 40 pL of FITC (1 mg/mL) in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl, (pH 7.4) to
100 pL of purified GAPDH (6 mg/mL), the incubation lasted for 4 h at 4°C. The protein
solution was then extensively dialyzed against 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,
(pH 7.4) to remove free FITC.

Quantification of pneumococcal surface-exposed GAPDH

The amount of surface-exposed pneumococcal GAPDH was analyzed by an alkaline elution
strategy (Terrasse 2012). Briefly, a 50-ml culture in late-exponential growth phase (ODgg =
0.6) was harvested by centrifugation (15 min, 3,000 x g). The cells were resuspended in PBS
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to adjust the bacterial suspension to 3, 6, 15, 30, 45 and 60 Absorbance Unit (ODggo) in 100 pl
of 100 mM carbonate (pH 10) buffer and incubated for 30 min at 37°C. The suspensions were
centrifuged, the supernatants collected, separated by SDS-PAGE, transferred on a
nitrocellulose membrane and analyzed by Western blot using rabbit anti-pneumococcal
GAPDH antibody (1:5,000 dilution), horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody
(1:5,000 dilution, Sigma Aldrich) and ECL (Pierce) as detection reagent. The intensity of the
spots was quantified using the ImageJ software. The amount of GAPDH in each sample was
determined related to the GAPDH released by the wild-type strain, used at the highest
concentration, and this value was arbitrarily considered as 100%. Whenever required, CbpE
and FtsZ were detected using polyclonal rabbit antibodies.

Microscopy techniques

Pneumococcal strains were grown in CY or in CY supplemented with 1% Cho until at an
ODgqo 0of 0.3. The cells were resuspended in PBS, transferred to microscope slides and phase
contrast fields were observed. After incubation with FITC-labeled GAPDH, sacculi
suspensions were washed and deposited on microscope slides. Slides were observed using an
Olympus BX61 optical microscope equipped with a UPFLN 100¥ O-2PH/1.3 objective and a
QlImaging Retiga-SRV 1394 cooled charge-coupled device camera. Image acquisition was

performed using the VVolocity software package and processed with Adobe Photoshop 6.0.

Isolation of pneumococcal cell wall

Cell wall purification from S. pneumoniae R6 was adapted according to Bui et al., 2012.
Briefly, a 2 L culture in TH was incubated at 30°C until ODgq 0f 0.5. Cells were harvested by
centrifugation for 10 min at 4°C at 7,500 g and resuspended in 40 ml of ice-cold 50 mM Tris
pH 7.0. The cell suspension was poured dropwise into 150 ml of boiling 5% sodium dodecyl
sulfate (SDS) solution and boiled for another 30 min. Cell debris were pelleted by
centrifugation at 20°C for 20 min at 40,000 g. The pellet was washed twice with 25 ml of 1 M
NaCl at 20°C for 30 min and repeatedly with water until it was free of SDS (Hayashi, 1975).
All centrifugation steps were performed at 40,000 g. The pellet was resuspended in 20 ml of
buffer containing 100 mM Tris pH 7.5, 20 mM MgSQO,, DNase A (10 pg/ml) and RNase | (50
png/ml). The incubation was performed for 2 h at 37°C with gentle shaking before addition of
10 mM CacCl,, (final concentration) and trypsin (100 pg/ml). The incubation was pursued for

18 h at 37°C with gentle shaking. Proteases were inactivated with addition of SDS (1% final

213



concentration) and incubation for 15 min at 80°C. The cell wall preparation was recovered by
ultracentrifugation for 30 min at 200,000 g at 25°C, resuspended in 20 ml of 8 M LiCl, and
incubated for 15 min at 37°C. After another ultracentrifugation step, the pellet was
resuspended in 25 ml of 10 mM EDTA pH 7.0 and incubated at 37°C for 1 h. The cell wall
was washed with water before being resuspended in 2 ml of water and conserved at 4°C.
Additional hydrofluoric acid treatment of the cell wall removed the teichoic acids by

hydrolysis of the phosphate group attached to position 6 of the N-acetylmuramic acid.

Cell wall solid-phase binding assay

Solid-phase binding assay was performed to measure binding of the pneumococcal GAPDH
to purified sacculi containing the peptidoglycan (PG) and the teichoic acids (TA) components,
or to a sacculi preparation in which TA have been removed after fluoridric treatment (PG).
Purified LTA from S. pneumoniae was purchased from Statens Serum Institute (Denmark)
and human CRP from Calbiochem (236608). White 96-well microtiter plates (Greiner Bio
One) were coated in triplicates with 100 pg of the different polysaccharides reagents.
Saturation was performed by adding 200 pl of PBS-0.2% gelatin per well for 1 h at RT. Three
washes were performed using 200 pl of PBS. A volume of 100 pl of GAPDH and CRP at 10
pg/ml was added to each well, and the mixture was incubated for 2 h at room temperature.
Three washes were performed using 200 ul of PBS-0.2% Tween 20. Bound proteins were
detected by adding 100 pl of mouse anti-His tag and goat anti-CRP antibodies coupled to
horseradish peroxidase (1:1,000 dilution) in PBS-0.02% Tween 20-0.02% gelatin for 2 h at
room temperature. After three washes with PBS-0.2% Tween-20, ECL solution (Pierce) (100
pul) was added to each well and chemiluminescence was measured using a multiwell

luminescence reader (Fluostar Optima; BMG).

FITC-labelled proteins binding assay

Five mg of sacculi were resuspended with 50 pl of each FITC-labelled proteins at 1 mg/ml in
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl;, (pH 7.4) and incubated for 1 h at room
temperature. Sacculi were centrifuged (5 min at 20,000 g), supernatants were removed and the
pellets were resuspended in 1 mL of 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CacCl; (pH 7.4).
This washing step was repeated five times. The sacculi pellets were finally resuspended in 50
puL of 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CacCl, (pH 7.4) and transferred into a black 96-
well microtiter plate (Greiner Bio One). Bound proteins were detected by fluorescence

measurements (Fluostar Optima; BMG). Each experiment was performed in duplicate.
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Cell wall pull-down binding assay

Purified Hsa and pneumococcal GAPDH proteins (10 pug/ml) were incubated with purified S.
pneumoniae cell wall containing both PG and TA components (5 mg) in 50 pl of 10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl, (pH 7.4) for 16 h at 4°C. After centrifugation (5 min at
5,000 g), the supernatant was removed (flow through) and the cell wall pellet was washed
three times and resuspended in 50 pl Laemmli buffer. After an incubation at 100°C for 10 min
and a centrifugation step (3 min at 5,000 g), the supernatant fraction, corresponding to the
bound protein fraction, was recovered from the cell wall pellet. Load, flow-through, wash and
bound fractions were analyzed by SDS-PAGE subjected to Western blotting using HRP-
conjugated anti-His tag monoclonal antibody diluted 1:10 000 before detection with a

chemiluminescent substrate (ECL; Thermo Scientific Pierce).

Pneumococcal subcellular fractionation

The amount of pneumococcal GAPDH in the cell wall compartment of the R6 wild-type
strain grown in CY or in CY supplemented with 1% Cho and of the IytA mutant in CY was
analyzed by cell fractionation. One-tenth of a 100-ml culture in late exponential growth phase
(ODggo = 0.6) was centrifuged (15 min at 3,000 x g), and the pellet was resuspended in 1 ml of
PBS containing 100 pg/ml lysozyme and 50 U/ml mutanolysin and incubated for 2 h at 37°C.
The different lysate samples were submitted to SDS-PAGE and stained by Coomassie blue.
The total amount of proteins in each sample was quantified using the ImageJ software in order
to correct, if necessary, the equivalent loads of the cell wall fractions prepared as follows. The
remaining 90 ml were centrifuged (15 min, 3,000 x g), the pellet was resuspended in 9 ml of
PBS containing 100 pg/ml lysozyme, 50 U/ml mutanolysin, 30% sucrose and incubated for 2
h at 37°C. This lysate was centrifuged and the supernatant containing the cell wall was
collected. The cell wall fractions were separated by SDS-PAGE, transferred on a
nitrocellulose membrane and analyzed by Western blot using rabbit anti-pneumococcal
GAPDH antibody (1:5,000 dilution), horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody
(1:5,000 dilution, Sigma Aldrich) and ECL (Pierce) as detection reagent. The intensity of the

spots was quantified using the ImageJ software.
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RESULTS

The GAPDH export is dependent on LytA-mediated cell lysis

We addressed the role of the Chps in the delivery process of GAPDH to the cell surface
since the major autolysin LytA, a member of the Cbp family is involved in pneumococcal
lysis. Addition of 1% choline in the culture medium induced the release of Chps from the cell
surface by competition with the PCho residues associated to the TA moieties. In these growth
conditions, pneumococcal cells adopt a chaining morphology, most probably because of the
release of LytB, a glucosaminidase involved in cell separation (Fig 1A). The addition of PCho
also reduces cell lysis to a level comparable to the one observed with the lytA mutant strain,
likely the consequence of the release of LytA from the cell surface (Fig 1B). The quantity of
protein associated to the pneumococcal surface was evaluated by alkaline elution as described
previously (Terrasse 2012). The efficiency of Cbps release by addition of choline in growth
medium was exemplified with CbpE (Fig 1C). We further checked that this procedure did not
induce artifactual cell lysis since almost no FtsZ, a cytoplasmic protein involved in cell
division, was observed in the eluate fractions when compared with the level of GAPDH,
whatever the genetic background (wild-type or lytA mutant) or growth conditions (presence of
1% Cho) (Fig 1C).

Using this strategy, the amount of GAPDH associated to the cell surface of the R6 wild-
type and IytA strains, and of the R6 wild-type strain grown in presence of 1% Cho was
quantified. The amount of GAPDH was decreased by 65% when R6 cells were cultured in the
presence of 1% Cho and by 70% in AlytA strain when compared to the wild-type strain (Fig
2A). The quantity of GAPDH associated to the cell wall was also evaluated after subcellular
fractionation. As expected, the amount of GAPDH was decreased in the AlytA mutant strain
and the wild-type strain grown in presence of 1% Cho by 60 % and 80%, respectively, when
compared to the wild-type strain grown in CY (Fig 2B). Altogether, these data show that the
presence of GAPDH at the surface of pneumococcal cells depends on the LytA-mediated lysis

of a fraction of the cell population.

Association of GAPDH to the pneumococcal cell wall

Purified recombinant GAPDH-FITC labeled was incubated with pneumococci sacculi and
protein binding was analyzed by measuring the fluorescence associated to the cell wall. Non-
related proteins such as BSA, GST and SOS-GFP fusion were also FITC-labeled and used as
negative controls in this assay (Fig 3A). GAPDH displayed a four to five fold higher level of
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cell wall binding when compared to control proteins (Fig 3A). Images of GAPDH-FITC
bound to pneumococcal sacculi are shown (Fig 3B). The sacculi conserved the ovococcal
shape and were all decorated by GAPDH-FITC. We checked that sacculi-labeling was not due
to free FITC molecules. Finally, pull-down assays were performed with the same sacculi
preparation using 10 pg of recombinant human and pneumococcal GAPDH proteins.
Comparing the level of bound proteins shows that a greater amount of the bacterial GAPDH

was associated to the cell wall when compared with the human GAPDH (Fig 3C, PD lanes).

The pneumococcal GAPDH binds to the peptidoglycan component of the cell wall

Apart from the capsule, the major polysaccharide components of the pneumococcal cell
wall are the peptidoglycan (PG) and teichoic acids (TA), the latter are either membrane or
peptidoglycan-anchored. In order to investigate the peptidoglycan and teichoic acids
respective contribution to GAPDH binding, we used isolated pneumococcal cell wall
preparations containing or not the teichoic acids species. As shown in Fig. 4, purified
GAPDH interacts with peptidoglycan independently on the presence of the teichoic acids
components. Using synthetic lipoteichoic acids (LTA), no GAPDH binding could be detected.
CRP is a well-known protein of the innate immune system, which recognizes the PCho linked
on teichoic acids moieties. It was used in this experiment as an archetypal ligand for TA to
ensure that the PG cell wall preparation was indeed free from detectables traces of TA. These
data indicate that the ligand of GAPDH at the surface of the pneumococcus is the

peptidoglycan.
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DISCUSSION

Release of conserved cytoplasmic proteins is widely spread among Gram-positive and
Gram-negative bacteria. Indeed, proteomic analysis have identified glycolytic enzymes,
chaperones and translation factors in culture supernatant samples of Listeria and E. coli
species (Trost 2005, Xia 2008), S. aureus (Pasztor 2010) as well as in cell wall enriched
fractions as for S. pneumoniae (Ling 2004).

Pneumococcal GAPDH, like others moonlighting proteins do not contain N-terminal signal
peptide, which impairs its active secretion through the Sec system. The twin-arginine
translocation export pathway is absent in S. pneumoniae, which excludes the use of this
system to export moonlighting proteins. The accessory secretion machinery SecA2, required
for the secretion of a family of large serine-rich glycosylated proteins in Streptococci and
Staphylococcus aureus (Lizcano 2012) has been shown to be involved in the secretion of
cytoplasmic proteins like the superoxide dismutase A in M. tuberculosis (Braunstein 2003)
and autolytic enzyme in L. monocytogenes (Lenz 2003). So far, the SecA2 pathway has not
been associated to the export of GAPDH proteins. Indeed, more extracellular GAPDH was
detected in S. agalactiae secA2 mutant as compared to the wild-type strain (Oliviera 2012). In
S. pneumoniae, the SecA2 pathway is present in a number of strains but absent in the D39
strain and its uncapsulated derivative strain R6. Since the latter strain was used throughout
this study, the universal role of the SecA2 pathway in secretion of moonlighting proteins in
the pneumococcus can be excluded.

The alternative mode of protein export would be induced by cell lysis. Lysis of S.
agalactiae cells mediated by detergent membrane solubilisation or cell wall synthesis
inhibition through the action of B-lactam antibiotics led to tens-fold increase of GAPDH
associated to the cell surface (Oliviera 2012). Autolysis is a well-studied phenomenon
observed when bacterial cultures reach stationary phase and is mediated by amidases, which
cleave the bond between the N-acetylmuramic and the L-alanine residues of the
peptidoglycan. The S. aureus major autolysin Atl has been shown to play a role in excretion
of GAPDH since almost no protein was detected in the supernatant of atl mutant compared to
the wild-type strain, while in a tagO mutant, which harbors an increased cell lysis profile, the
amount of GAPDH in the supernatant was higher than in the wild-type strain (Pasztor 2010).

We observed comparable effects in pneumococcal cells deleted from the major autolysin
LytA. Higher quantity of GAPDH was detected at the surface the wild-type strain when
compared to the mutant strain. Experiments in this work have been performed using bacterial

cultures in exponential phase growth. While most of LytA is cytoplasmic, and despite the

218



absence of signal peptide, a fraction of LytA is present in the extracellular medium and
attached to the cell wall when bacterial culture reaches the stationary phase. Lower amounts
are also detected during the exponential phase probably due to fratricidal lysis or cell turnover
(Mellroth 2012). These observations are in accordance with our data showing that GAPDH is
released to the extracellular space during exponential phase growth and that this release is
dependent on the presence of LytA.

In S. aureus, the abundance of proteins in the cytoplasm and their release into the
supernatant are not correlated, opening the question about a possible regulation of the
cytoplasmic proteins excretion (Pasztor 2010). To date, although some data could suggest
such process, not much is known. It was shown that automodification of E. coli enolase by
covalent binding of its substrate 2-phosphoglycerate affects the enzymatic activity and
correlates to protein export (Boél 2004). A decreased active form of the L. monocytogenes
superoxide dismutase was observed upon serine/threonine phosphorylation and the most
active, nonphosphorylated form was preferentially secreted via the SecA2 pathway
(Archambaud 2006). More generally, bacterial glycolytic enzymes, like enolase and GAPDH
are commonly detected in phosphoproteomic analysis but the physiological role of this post-
translational modification and its role in the extracellular export has not been widely
investigated yet (Sun 2010).

Bergmann and Hammerschmidt were among the first to proposed that moonlighting
proteins could associate to the cell surface after release from the cytoplasm following their
studies on pneumococcal enolase (Bergmann 2001). It was indeed shown that Lactococcus
crispatus enolase and GAPDH bind to LTA (Antikainen 2007). Recently, the binding of S.
agalactiae GAPDH to the bacterial surface was demonstrated by adding recombinant purified
GAPDH to heat-inactivated and lived bacterial cells and to the surface of unrelated bacterial
species, indicating that the surface ligand would be common to many bacteria species
(Oliviera 2012). Our data bring supplemental information since we showed that the
pneumococcal GAPDH binds to the peptidoglycan, a universal component of the bacterial cell

wall.
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Figure legends

Figure 1. Removal of Choline-Binding Proteins inhibits pneumococcal autolysis

(A) Phase contrast views of the R6 wild-type strain cultured in CY (left panel) and in CY
supplemented with 1% Cho (right panel). Scale bars, 10 um.

(B) Growth profiles of the R6 wild-type strain in CY and CY + 1% Cho and of the IytA
mutant in CY media.

(C) Bacterial suspensions of the R6 wild-type strain in CY and CY + 1% Cho and the IytA
mutant in CY were treated by alkaline pH in order to release surface from the bacterial
surface. Proteins were detected in the eluate supernatants by Western blot using appropriate
polyclonal antibodies. Upper panel: detection of CbpE in alkaline eluates from bacterial
suspensions of increasing cell densities, 3, 6, 15, 30, 45, 60 AU (ODggo). Lower panels:
detection of FtsZ and GAPDH in alkaline eluates of cell suspensions corresponding to 45 AU.
Equivalent amount of loading material was calculated based on OD values and gel scanning
quantification and not on CFU measurements since chaining morphology induced by the

presence of 1 % Cho alters colony counting (Weiser 2011).

Figure 2. Pneumococcal lysis induced by LytA promotes GAPDH surface localization
Quantification of pneumococcal GAPDH associated with the bacterial surface in the R6 wild-
type strain grown in CY and CY + 1% Cho and the IytA mutant in CY. Bacterial suspensions
were prepared at 45 AU (ODggo) and treated by alkaline pH in order to release GAPDH from
the bacterial surface. Presence of GAPDH in the eluate samples was detected by Western blot
and quantification of the chemiluminescent signals was performed. The ratios were calculated
in respect of the parental strain. The average of three independent experiments is shown +
S.D. Equivalent amount of loading material was calculated based on OD values and gel
scanning quantification and not on CFU measurements since chaining morphology induced
by the presence of 1 % Cho alters colony counting (Weiser 2011).

(A) Amount of GAPDH associated to the cell surface

(B) Amount of GAPDH associated to the cell wall fraction after sub-cellular fractionation

Figure 3. GAPDH binds to the cell wall
(A) Solid-phase binding of FITC-labeled proteins to pneumococci cell wall sacculi.
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(B) Microscopic images of FITC-labeled GAPDH bound to pneumococci cell wall sacculi.
Control with FITC-containing buffer dialyzed in the same conditions as the protein is shown. Phase
contrast (PC), fluorescence and merge pictures are shown. Scale bars, 5 um.

(C) Pull down of the human (Hsa) and pneumococcal (Spn) GAPDH proteins with
pneumococcal cell wall. The load (L) protein was mixed with the insoluble cell wall
preparation and compared with the flow-through (F) fraction. After extensive wash (W),
protein bound to the cell wall pellet was eluted with Laemmli buffer at 100°C for 10 min

(PD). The protein samples were analyzed by Western blot using an anti-His tag serum.

Figure 4. GAPDH binds to the peptidoglycan component of the cell wall

The cell wall suspension containing either PG and TA or only PG and purified LTA (100 pg)
were coated on 96-well plate. GAPDH and CRP proteins were added. After extensive washes,
bound proteins were immunodetected using specific sera. Chemiluminescence was measured
after extensive washes and expressed as arbitrary units. Each assay was performed three times
in triplicate wells. A representative experiment of the interaction of at least 3 independent

experiments is shown.
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IV-iii- Discussion

Des preuves de la présence de la GAPDH en surface de S. pneumoniae ont été apportées
simultanément par deux équipes en 2004 [358, 444]. Il a été montré que la GAPDH de surface
du pneumocoque participe au recrutement de plasminogéne / plasmine par la bactérie [358],
un processus qui facilite la migration de la bactérie a travers la matrice extracellulaire et la
pénétration des épithélia et endothélia [361]. Nous avons montré, au cours du travail présenté
précédemment, que la présence de la GAPDH en surface du pneumocoque permet sa
reconnaissance par le collagéne de défense C1q, et que cette interaction active le complément
[451]. Nous avons également mis en évidence que le recrutement de plasmine par la GAPDH
permet d’empécher I’opsonisation par C3b grace a I’activité protéolytique de la plasmine, tout

en conservant la fixation de C1q qui facilite I’invasion.

La GAPDH apparait donc comme un facteur de virulence important pour le
pneumocoque, il n’avait cependant jusqu'a maintenant jamais ¢été expliqué comment la
GAPDH est exportée vers la surface de la bactérie, ni avec quelle structure de surface elle

pouvait interagir.

IV-iii-1- Export de la GAPDH par lyse

Comme présenté précédemment (I-viii-2-b), la sécrétion de protéines est souvent due a
des machineries de translocation reconnaissant un peptide signal située a I’extrémité N-
terminale de la protéine devant étre sécrétée, comme les voies SecA, SecA2 et TAT. Les
protéines « moonlighting » étant dépourvues de peptide signal, elles ne peuvent généralement
pas étre transportées via ces systemes de sécrétion.

Le transport par un systeme de sécrétion actif semblant donc étre exclue, nous avons
cherché un mécanisme alternatif permettant la libération de la GAPDH du pneumocoque.
Nous nous sommes ainsi penchés sur le rdle des hydrolases du peptidoglycane, et plus
particulierement de la principale autolysine LytA, qui est impliquée dans la lyse du
pneumocoque. La plupart des hydrolases, dont LytA, étant des CBP, ’ajout de choline dans le
milieu de culture permet I’inhibition compétitive de la fixation de ces protéines aux acides
téichoiques et lipotéichoiques. Bien que des bactéries lysent durant la croissance du
pneumocoque, par exemple grace au mécanisme de fratricide, le phénomene de lyse prend de

I’ampleur quand les cultures entrent en phase stationnaire et est donc particulierement

230



détectable a ce moment, la population s’effondrant en quelques heures (Figure IV-1 B, R6).
L’activité des hydrolases étant conditionnée par leur localisation, nous avons vérifié¢ que le
blocage de leur recrutement a la paroi inhibe la lyse du pneumocoque (Figure IV-1 B, R6 +
Cho). Un résultat similaire est obtenu avec un mutant de délétion de lytA, ce qui confirme son

role d’autolysine majeure du pneumocoque (Figure IV-1 B, R6ALYtA).

Comme dans le travail précédent, nous avons mesuré la quantité de GAPDH associée a la
surface des bactéries par fractionnement cellulaire (Figure V-2 B) et par élution des protéines
de surface a pH alcalin (Figure V-2 A). Les résultats obtenus montrent que, compares a la
souche sauvage cultivée en absence de choline, le mutant AlytA et la souche sauvage cultivée
en présence de choline présentent une diminution importante de la quantit¢é de GAPDH
associee a leur surface. Ces résultats montrent que la GAPDH du pneumocoque est relarguée
par la lyse de bactéries et confirment des travaux récents qui ont mis en évidence ce

mécanisme chez d’autres organismes comme S. aureus [440] et S. agalactiae [441].

Nous avons Vérifié que les résultats obtenus ne sont pas perturbés par une lyse
artéfactuelle provoquée au cours des traitements visant a isoler les protéines de surface. La
présence de FtsZ, une protéine cytoplasmique impliquée dans la division, a été recherchée par
Western blot dans les fractions d’élution de protéines de surface. Comparée a la GAPDH,
FtsZ est presque indétectable dans les éluats testés, quel que soit la souche et les conditions de
cultures (Figure IV-1 C). FtsZ étant parfaitement détectable dans des extraits totaux comparé
a la GAPDH (résultat non montré), ce résultat confirme que les différences observées entre la
souche sauvage cultivée en absence de choline, le mutant AlytA et la souche sauvage cultivée

en présence de choline ne sont pas dues a un artefact introduit par les manipulations.

Le travail réalisé ici utilise des bactéries en phase exponentielle de croissance, une phase
durant laquelle la plus grande partie de LytA est séquestrée dans le cytoplasme, bien qu’elle
soit néanmoins retrouvée en faible quantité associée a la surface du pneumocoque [452]. La
quantité de LytA associée a la surface augmente drastiquement quand les pneumocoques en
culture atteignent la phase stationnaire, et provoque alors 1’autolyse massive des bactéries. Il
est probable que la lyse en phase exponentielle de croissance, qui permet comme nous 1’avons
montré le relargage de la GAPDH, soit également responsable de la libération de LytA.
L hypothése la plus plausible expliquant cette lyse en phase exponentielle est qu’elle soit due
au phénomene de fratricide, qui permet aux bactéries compétentes de lyser les bactéries non-

compétentes. LytA est d’ailleurs impliquée dans ce phénomene d’allolyse, avec une autre
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amidase (CbpD) et le lysozyme LytC [70-73], et la délétion de lytA réduit significativement le
fratricide [72] ce qui conforte I’interprétation selon laquelle c’est ce phénomeéne d’allolyse en

cours de croissance qui permet la libération de la GAPDH.

IV-iii-2- Association de la GAPDH en surface du pneumocoque
Nos travaux ayant permis de montrer que la GAPDH du pneumocoque est relarguée par la
lyse de bactéries, nous avons cherche a déterminer comment la GAPDH ainsi libérée peut se

réassocier a la surface de la bactérie.

Des travaux précédents avaient déja montré que la GAPDH et 1’énolase de L. crispatus se
fixent aux acides lipotéichoiques de cette bactérie [443]. Plus récemment il a été mis en
évidence que la GAPDH de S. agalactiae est en mesure de se fixer a la surface de la bactérie
vivante ou tuée par la chaleur, ainsi qu’a la surface d’autres espéces bactériennes (S. aureus,
S. pyogenes, L. lactis) [441], ce qui suggere un mode d’attachement reposant sur la

reconnaissance d’un substrat commun.

Ces précédents nous ont conduits a tester la possibilité que la GAPDH du pneumocoque
interagisse avec un composant de la paroi. Nous avons isolé la paroi de pneumocoques,
appelée sacculi, et montré que la GAPDH recombinante marqué au FITC se fixe a ces sacculi
(Figure IV-3 A et B). Des expériences de pull-down ont également été réalisées avec ces
sacculi, qui ont confirmé que la GAPDH du pneumocoque se fixe a la paroi (Figure 1\V-3 C).
Cette expérience a également montré que la GAPDH humaine peut se fixer a la paroi du

pneumocoque, mais dans des proportions moins importantes que celle du pneumocoque.

Les deux composants principaux de la paroi étant le peptidoglycane et les acides
téichoiques, nous avons cherché a étudier I’implication de ces deux composants dans le
recrutement de la GAPDH séparément. Pour ce faire, nous avons utilisé des sacculi dont les
acides téichoiques ont été retirés par un traitement a 1’acide fluorhydrique ainsi que des acides
lipotéichoiques purifiés commerciaux. Nous avons montré grace a un test d’interaction en
phase solide que la GAPDH du pneumocoque se fixe aux sacculi, indépendamment de la
présence des acides téichoiques, en interagissant donc avec le peptidoglycane (Figure 1V-4).
Ce résultat est conforté par le fait qu’aucune fixation de la GAPDH recombinante aux acides

lipotéichoiques purifiés n’est détectée (Figure IV-4).

Ces résultats montrent que la GAPDH du pneumocoque est recrutée en surface de la

bactérie grace a une interaction avec le peptidoglycane, qui est un composant universel des
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parois bacteriennes. Nous présentons donc ici des preuves qui confortent les résultats obtenus
sur la GAPDH de S. agalactiae, qui présente une forte homologie avec la GAPDH du
pneumocoque (92% d’identité de séquence et 96% de similarité de séquence) [441]. Il est
ainsi envisageable que la fixation au peptidoglycane soit, au moins chez les streptocoques, un

mécanisme conservé de recrutement de la GAPDH a la surface bactérienne.

Il a précédemment été montré que la GAPDH de L. crispatus se fixe aux acides
lipotéichoiques d’Enterococcus hirae et de S. aureus, mais pas au peptidoglycane de S.
aureus [443]. Cette protéine présentant une homologie prononcée avec la GAPDH (57%
d’identité de séquence et 70% de similarité), ce résultat peut paraitre étonnant. Les résidus
impliqués dans I’interaction de la GAPDH du pneumocoque avec le peptidoglycane n’étant
pas identifiés, il est difficile de déterminer si les différences de séquences entre les deux
protéines sont a 1’ origine de leurs capacités de liaison. Il convient cependant de remarquer
que les acides lipotéichoiques utilisés pour tester ’interaction de la GAPDH de L. crispatus
sont trés différents de ceux de S. pneumoniae. Les LTA du pneumocoque presentent en effet
des résidus choline et présentent de ce fait des charges positives, alors que les LTA d’E. hirae
et S. aureus sont essentiellement composés de sucres. Nous avons montrés que la GAPDH du
pneumocoque interagit avec le peptidoglycane qui est un polymere polysaccharidique, il est
donc envisageable que la GAPDH de L. crispatus se fixe aux sucres des LTA d’E. hirae et S.
aureus, une interaction qui pourrait étre empéché pour les LTA de S. pneumoniae par un
phénoméne de répulsion électrostatique di au résidus choline. L’absence de fixation de la
GAPDH de L. crispatus au peptidoglycane reste rependant difficilement explicable sans une
compréhension approfondie des mécanismes d’interaction de la GAPDH du pneumocoque

avec le peptidoglycane.

Nous avons également montré ici que la GAPDH humaine pouvait dans une certaine
mesure interagir avec la paroi du pneumocoque, bien que I’affinité de la GAPDH humaine
semble plus faible que celle de la GAPDH bactérienne. Cette capacité de la paroi du
pneumocoque a recruter la GAPDH humaine pourrait participer a la virulence de la bactérie.
Nous avons en effet montré précédemment [451] que C1q se fixe a la GAPDH humaine mais
que cette interaction n’active pas le complément, la GAPDH humaine étant apparemment
reconnue par C1q comme un ligand du soi-altéré. Le recrutement de GAPDH humaine en
surface du pneumocoque pourrait ainsi consommer du Clg sans induire 1’activation du
complément, un mécanisme qui participerait a I’échappement au systéme immunitaire. Il a de

plus été récemment montré que le C1q fixé en surface du pneumocoque facilite 1’adhésion et
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I’invasion des cellules de 1’hote [448], le recrutement de GAPDH humaine pourrait donc
faciliter ce processus.
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V- Conclusions et perspectives
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La présence de protéines cytoplasmiques « moonlighting » en surface d’agents pathogénes
est décrite chez un nombre croissant d’organismes, qu’il s’agisse de bactéries, de levures, ou
de protozoaires, et suscite un intérét croissant [450, 453]. Ces protéines recrutées en surface se
caractérisent par leurs fonctions multiples, indépendantes de leurs activités cytoplasmiques,
qui leurs permettent souvent d’agir comme des facteurs de virulence. La GAPDH est une
enzyme glycolytique dont la présence en surface du pneumocoque a été mise en evidence
[358] et qui participe au recrutement de la plasmine, un mécanisme qui facilite I’invasion des
tissus de I’hote [358, 361]. Au cours de ce travail de thése nous avons d’une part cherché a
mettre en évidence de nouvelles fonctions de la GAPDH de surface du pneumocoque, en nous
intéressant plus particulierement a son réle dans les interactions entre la bactérie et le systéme
immunitaire de 1’hote, tout en dressant un paralléle avec la GAPDH humaine. Nous avons
d’autre part entrepris de déterminer comment la GAPDH, une protéine cytoplasmique,
pouvait étre exportée et quelle structure pouvait permettre son association en surface de la

bactérie.

Reconnaissance des GAPDH par Clg

La premiére partie de ce travail a portée sur la mise en évidence et la caractérisation
biochimique des interactions entre les GAPDH, humaine et du pneumocoque, et C1q. Les
résultats obtenus ont permis de montrer que les deux GAPDH sont bien reconnues par Clq,
qui présente cependant une affinité plus forte pour la GAPDH du pneumocoqgue. Nous avons
démontré que C1q reconnait les GAPDH par le biais de ses tétes globulaires, a la fois en
solution et immobilisées sur des surfaces in vitro, et in vivo en surface des cellules

apoptotiques (pour la GAPDH humaine) ou du pneumocoque (pour la GAPDH bactérienne).

Dans le but d’approfondir notre compréhension des interactions entre les tétes globulaires
de Clq et leurs ligands, nous avons entrepris d’étudier les déterminants moléculaires de
I’interaction entre la GAPDH du pneumocoque et Clq. Les résultats obtenus en combinant
structure cristallographique de la GAPDH, peptide mapping et mutagenése dirigée n’ont a ce
jour pas encore permis de mettre en évidence de résidus impliqués dans I’interaction. Les
interactions des mutants reéalises dans le cadre de cette étude devront cependant étre testées
par résonance plasmonique de surface. En effet, cette méthode plus sensible et quantitative
que les tests d’interaction en phase solide permettra de mieux caractériser les mutants. Les
données ainsi obtenus pourraient mettre en évidence des modifications dans les parametres

cinétiques de I’interaction, signes de 1’implication des résidus mutés dans la liaison a Clq. Il
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est également envisageable que la reconnaissance par C1q implique de multiples résidus, des
combinaisons de mutations des résidus identifiées vont donc étre réalisées et testées. La
comparaison des structures cristallographiques de la GAPDH humaine et de la GAPDH du
pneumocoque pourraient ¢galement permettre de fournir d’autres candidats. Des expériences
de co-cristallisation des GAPDH humaine et du pneumocoque avec les tétes globulaires de
Clg vont également étre menées en collaboration avec Christine Gaboriaud et Christophe
Moreau (IBS, groupe IRPAS). Des residus présents en surface des tétes globulaires
potentiellement impliqués dans des interactions avec les GAPDH pourraient étre identifiés si
ces expériences portent leurs fruits. Il serait par la suite possible de tester I’implication de ces
résidus dans les interactions grace aux systemes de production de Clg et ClqGR
recombinants mis au point par Nicole Thielens et Isabelle Bally [454]. Ces systemes
récemment développé pourront étre utilisés pour la réalisation de mutants de substitution des
tétes globulaires de C1q, dont les interactions avec les GAPDH pourraient par la suite étre
testées.

La GAPDH du pneumocogue : activation du complément et échappement au systéme

Immunitaire

Les deux GAPDH étudiées étant reconnues par C1qg nous avons déterminé quelles étaient
les conséquences de ces interactions. En effet, comme évoqué précedemment, les cellules
apoptotiques doivent étre reconnues en tant que soi-altéré, leur prise en charge par le systéeme
immunitaire devant induire une réponse anti-inflammatoire et tolérogene. Au contraire, la
reconnaissance d’un pathogene, comme le pneumocoque, par le systeme immunitaire entraine
normalement une réponse inflammatoire qui est nécessaire a son élimination. Nous avons
cherché a vérifier I’hypothese selon laquelle la GAPDH du pneumocoque présente en surface
de la bactérie est un moyen utilisé par la bactérie pour se faire passer pour une cellule du soi-
altéré, par mimétisme moléculaire avec la GAPDH humaine. Lors de ce travail nous avons
donc évalué la capacité de Clg a activer la cascade du complément en réponse a la
reconnaissance de la GAPDH humaine ou de la GAPDH du pneumocoque. Les résultats
obtenus ont montré que contrairement a I’hypothése avancée, la reconnaissance des deux
GAPDH par C1q entraine des consequences différentes. La GAPDH du pneumocoque permet
I’activation du complexe C1, ce qui n’est pas le cas de la GAPDH humaine. Cette découverte
renforce I’intérét de 1’étude des déterminants moléculaires des interactions entre les GAPDH
et C1q. Ces deux proteines homologues reconnues par C1q peuvent en effet servir de modele

pour la compréhension du mecanisme d’activation du complexe C1.
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Nous avons par la suite confirmé grace a I’utilisation des mutants HBt dans des tests de
dép6t du complément que la reconnaissance de la GAPDH de surface du pneumocoque
permet 1’activation de la cascade du complément. Pour approfondir notre compréhension des
conséquences sur la réponse immunitaire de la reconnaissance de la GAPDH par C1q, nous
avons tenté de mettre au point un test de phagocytose du pneumocoque. Le test, toujours en
développement, n’a a ce jour pas permis de mettre en évidence des différences dans les
niveaux de phagocytose entre les souches sauvages et mutantes. Au-dela de la mise au point
des conditions du test de phagocytose, un facteur limitant est probablement le fait qu’il reste
des quantités significatives de GAPDH en surface des mutants HBt. Une activation du
complément significative a toujours lieu a la surface de ces bactéries et il est possible que bien
que réduit, le dépbt de C3b reste suffisant pour induire une phagocytose identique ou proche
de celle des souches sauvages. Une stratégie alternative pour éviter ce probleme pourrait étre
de remplacer au niveau chromosomique la GAPDH bactérienne par la GAPDH humaine. Une
telle souche serait viable puisque ’activité GAPDH essentielle a la survie de la bactérie serait

conservée, mais présenterait une GAPDH incapable d’activer le complément.

Finalement, nous avons au cours de ce travail mis en évidence que 1’activation du
complément induite lors de la reconnaissance de la GAPDH par Clg pouvait étre
contrebalancée par I’autre fonction moonlighting de la GAPDH, le recrutement de la
plasmine. Nos résultats ont montré que si la GAPDH recrute de la plasmine, le dép6t de C4b
et C3b est fortement réduit du fait de I’activité protéolytique de la plasmine. Nous supposons
que ce mécanisme permet d’empécher 1’opsonisation de la bactérie par C3b tout en

conservant la fixation du Clq, qui facilite I’adhésion et I’invasion des cellules de I’hote [448].

Export et recrutement en surface de la GAPDH du pneumocogue

La deuxiéme partie de ce travail a consisté a élucider le mécanisme d’export de la
GAPDH du pneumocoque, et a déterminer quelle structure permettait son recrutement a la
surface bactérienne. Nos résultats ont permis de montrer que, a ’instar des GAPDH de S.
aureus [440] et de S. agalactiae [441], la GAPDH du pneumocoque est relarguée par lyse
bactérienne au cours de la croissance. Nous avons ainsi montré que la présence de la GAPDH
en surface du pneumocoque est fortement dépendante de la présence de LytA, I’autolysine
majeure du pneumocoque, qui est également impliquée dans le phénomene de fratricide.
L’inhibition de I’action de la plupart des hydrolases du peptidoglycane permet ¢galement de
réduire considérablement la quantité de GAPDH associée a la surface du pneumocoque.
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Nous avons identifié une interaction entre la GAPDH et la paroi du pneumocoque. Parmi
les deux composants principaux de la paroi, les acides téichoiques et le peptidoglycane, nous
avons montré que c’est a ce dernier que la GAPDH se fixe. Les déterminants moléculaires de
cette interaction sont cependant pour I’instant inconnus. Nous envisageons donc d’étudier la
fixation de la GAPDH aux sacculi du pneumocoque grace a des expériences de RMN du
solide. Ceci afin de déterminer d’une part comment la protéine interagit avec le
peptidoglycane, et d’autre part si 1’interaction implique les chaines polysaccharidiques du

peptidoglycane ou les peptides servant a la réticulation du polymere.

Modele d’action de la GAPDH du pneumocoque

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail et des informations présentes dans
la littérature permettent finalement de proposer le modele suivant pour les activités

«moonlighting » de la GAPDH du pneumocoque (Figure V-1).

Au cours de la croissance du pneumocoque, certaines bactéries sont lysées (fratricide,
bactériocines produites par des compétiteurs, défaut de croissance ou de division, action du
systéme immunitaire, d’antibiotiques...). La GAPDH cytoplasmique de ces bactéries est
relarguée lors de la lyse et s’associe a la surface des bactéries vivantes en interagissant avec le
peptidoglycane. Cette GAPDH de surface permet la fixation de C1q en surface de la bactérie,
qui facilite I’adhésion du pneumocoque aux cellules épithéliales et endothéliales et favorise
I’invasion des tissus de 1’hote. La reconnaissance de la GAPDH par Clq permet 1’activation
du complément en surface de la bactérie, qui conduit au dépdt de C3b et donc a I’opsonisation
du pneumocoque, ce qui conduit a la phagocytose de la bactérie. Cette activation du
complément peut néanmoins étre contrebalancée par le recrutement de la plasmine, une
protéase a sérine de I’hote. La GAPDH du pneumocoque est en effet capable d’interagir avec
le plasminogene, le zymogéne de la plasmine, et permet donc son recrutement en surface de la
bactérie. En fonction des conditions locales (disponibilités des activateurs de la plasmine uPA
et tPA), le plasminogene recruté en surface peut étre activé en plasmine. Son activité
protéolytique permet d’inhiber le dépot de C4b et C3b sur le pneumocoque en dégradant le
C3b et le C4b associes a la surface de la bactérie ainsi que le C3 et le C4 soluble.
L’activité plasmine recrutée en surface de la bactérie par la GAPDH pourrait faciliter
I’adhésion aux cellules épithéliales et endothéliales (en dégageant ’acces a la surface

cellulaire) et I’invasion des tissus (clivage des jonctions intercellulaires).
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N Lyse de bactéries au cours
de la croissance

l

Relargage de GAPDH
La GAPDH s’associe
Adhésion au PG en surface des
aux cellules bactéries
de I’héte PG
Phagocytose

Dégradation de
C3 et C4.
évasion du Sl

Adhésion et
Invasion

Protéines de la ME,
jonctions intercellulaires

Figure V-1 : Les fonctions « moonlighting » de la GAPDH du pneumocogue

Modéle des activités « moonlighting » de la GAPDH. La couleur des encadrés représente les
différentes conséquences : verts pour les fonctions favorisant le processus d’infection, rouge pour
I’activation des défenses de 1’hdte et orange pour I’échappement au systéme immunitaire. Les
fleches bleues représentent les activités enzymatiques. PG : peptidoglycane, Pl : plasmine
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Annexe 1 : Liste des oligonucléotides utilisés pour cette étude

Oligonucléotides utilisés pour la construction des mutants HBt

1 gapA-HBt-F 5-GAATACTTCGCAAAGATTGCTAAAATTGTTCTTGTTGGCCTGGTTATGCTTCTTCTTTCTTAATCAATTGGATGGTGACCTCGAGC-3
2 gapA-HBt-R 5-GCTCGAGGTCACCATCCAATTGATTAAGAAAGAAGAAGCATAACCAGGCCAACAAGAACAATTTTAGCAATCTTTGCGAAGTATTC-3
3 gapA-F 5-GCTTGGCTCCAATGGCTAAAGCTC-3
4 HBt-cat-R 5-TCAAACAAATTTTCATCAAGCTTTTAAGAAAGAAGAAGCATAACCAGGCC-3
5 HBt-cat-F 5-GGCCTGGTTATGCTTCTTCTTTCTTAAAAGCTTGATGAAAATTTGTTTGA-3
6 cat-down-R 5-GCTTTCTATCAACTCAAGAATTATCTAGAACTAGTGGATCCCCCGG3
7 cat-down-F 5-CCGGGGGATCCACTAGTTCTAGATAATTCTTGAGTTGATAGAAAGC-3
8 down-R 5-GCCAAAAATCCTTTTATCCTGCCC-3
9 ctrl-F 5-CACTGCTCCTGGTGGAAACGACG-3
10 ctrl-R 5-CCATGTCAGTACCTATGTTGGCC-3
Oligonucléotides utilisés pour I'insertion de mutations ponctuelles dans la GAPDH du pneumocoque
11| GAPDHSpn-K115AK116A-F |5-CTGAAAAACACCTTAAAGGTGGAGCTAGCAGCGTTGTTATCACTGCTCCTGGTGGAAAC-3
12| GAPDHSpn-K115AK116A-R |5-GTTTCCACCAGGAGCAGTGATAACAACGCTGCTAGCTCCACCTTTAAGGTGTTTTTCAG3
13| GAPDHSpn-D126AK128A-F |5-TTATCACTGCTCCTGGTGGAAACGCCGTTGCAACAGTTGTATTCAACACTAACCACGAC-3
14| GAPDHSpn-D126AK128A-R |5-GTCGTGGTTAGTGTTGAATACAACTGTTGCAACGGCGTTTCCACCAGGAGCAGTGATAA-3
15| GAPDHSpn-Q164AN166A-F |5-TTGGCTCCAATGGCTAAAGCTCTTGCAGACGCCTTTGGTGTTGTTGAAGGATTGATGAC-3
16| GAPDHSpn-Q164AN166A-R [5-GTCATCAATCCTTCAACAACACCAAAGGCGTCTGCAAGAGCTTTAGCCATTGGAGCCAA-3
17 GAPDHSpn-K344A-F 5-CAAACTAAAGTTCTTGACGTTGACGGTGCACAATTGGTTAAAGTTGTATCATGGTACG-3
18 GAPDHSpn-K304A-R 5-CGTACCATGATACAACTTTAACCAATTGTGCACCGTCAACGTCAAGAACTTTAGTTTG3
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Annexe 2 : Liste des peptides synthétisés pour cette étude

Séquence du peptide synthétique
1 VKVGI NGFGR IGRLA FRRIQ
2 IGRLA FRRIQ NVEGV EVTRI
3 NVEGV EVTRI NDLTD PVMLA
4 NDLTD PVMLA HLLKY DTTQG
5 HLLKY DTTQG RFDGT VEVKE
6 RFDGT VEVKE GGFEV NGKFI
7 GGFEV NGKFI KVSAE RDPEQ
8 KVSAE RDPEQ IDWAT DGVEI
9 IDWAT DGVEI VLEAT GFFAK
10 VLEAT GFFAK KEAAE KHLKG
11 KEAAE KHLKG GAKKV VITAP
12 GAKKV VITAP GGNDV KTVVF
13 GGNDV KTVVF NTNHD VLDGT
14 NTNHD VLDGT ETVIS GASCT
15 ETVIS GASCT TNCLA PMAKA
16 TNCLA PMAKA LQDNF GVVEG
17 LODNF GVVEG LMTTI HAYTG
18 LMTTI HAYTG DQMIL DGPHR
19 DOMIL DGPHR GGDLR RARAG
20 GGDLR RARAG AANIV PNSTG
21 AANTIV PNSTG AAKAT GLVIP
22 AAKAT GLVIP ELNGK LDGSA
23 ELNGK LDGSA QRVPT PTGSV
24 ORVPT PTGSV TELVA VLEKN
25 TELVA VLEKN VTVDE VNAAM
26 VTVDE VNAAM KAASN ESYGY
27 KAASN ESYGY TEDPI VSSDI
28 TEDPI VSSDI VGMSY GSLFD
29 VGMSY GSLFD ATQTK VLDVD
30 ATQTK VLDVD GKQLV KVVSW
31 GKQLV KVVSW YDNEM SYTAQ
32 YDNEM SYTAQ LVRTL EYFAK
33 LVRTL EYFAK IAK
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Background: Clg s a major molecule of the immune innate system. GAPDH exposed at the surface of cells is associated

with the virulence of pathogens.

Results: Clg binds GAPDH on human apoptotic and on pneumococcal cells,
Conclusion: GAPDH is 2 Clg ligand. Pnevmococeal GAPDH-Clg interaction leads to complement activation.
Significance: This might bring new insights into host defense against pathogens.

Clg, a key component of the dassical complement pathway, is
a major player in the response to microbial infection and has
been shown to detect noxious altered-self substances such as
apoptotic cells, In this work, using complementary experimen-
tal approaches, we identified the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) as a Clq partner when exposed at the
surface of human pathogenic bacteria Streptococcus pmen-
moniae and human apoptotic cells. The membrane-associated
GAI'DH on Hela cells bound the globular regions of Clg as
demonstrated by pulldown and cell surface co-localization
experiments. Pnenmococcal strains deficient in surface-ex-
posed GAPDH harbored a decreased level of Clg recognition
when compared with the wild-type strains. Both recombinant
human and pneumococcal GAPDHs interacted avidly with Clg
as measured by surface plasmon resonance experiments (Kp =
0.34-2.17 nm). In addition, GAPDH-Clq complexes were
observed by transmission electron microscopy after cross-link-
ing. The purified pneumococcal GAPDH protein activated Clin
an im vitro assay unlike the human form. Deposition of Clg, C3b,
and C4b from human serum at the surface of pneumococcal cells
was dependent on the presence of surface-exposed GAPDH.
This ability of C1q to sense both human and bacterial GAPDHs
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sheds new insights on the role of this important defense collagen
molecule in modulating the immune response.

The soluble defense collagen Clg, as a major actor of the
classical complement pathway, plays a crucial role in the
response to microbial infection. However, its importance has
been reinforced by the discoveries of its capacities to detect a
wide variety of noxious altered-self substances such as B-amy-
loid fibrils, the pathological form of the prion protein, apoptotic
and necrotic cells, or modified forms of the low density lipopro-
tein (1-8). Interestingly, unlike the other complement pro-
teins, Clq is produced by macrophages and immature dendritic
cells. Numerous studies have shown that Clg influences the
phagocyte “status” through regulation of cytokine expression
(7, 8), and it may be involved in the non-immunogenic presen-
tation of self-antigens through its ability to modulate matura-
tion of dendritic cells (9). Clg globular regions (GRs)” mediate
the binding to various molecules exposed at the surface of apo-
ptotic cells such as phosphatidylserine, DMNA, calreticulin, and
annexins A2 and A5 (10-15). Opsonization with Cl g facilitates
the phagocytosis of pathogens and apoptotic cells, leading
to different and approprate adaptive responses (proinflam-
matory/immunogenic versus anti-inflammatory/tolerogenic).
Consequently, pathogens might recruit Clg to subwvert the host
immune response by exploiting tolerance. To test this hypoth-
esis, we looked for Clg ligands present at the surface of apopto-
tic cells that could be shared by pathogens.

The pathogen model used in this study is Streptococcus pren-
moniae, a leading cause of meningitis, septicemia, and pneumo-
nia responsible worldwide for the death of around 1 million
children under b years of age every year (16). The nasopharynx
of small children constitutes the normal habitat for pneumeo-
coccl, and asymptomatic carriage usually occurs before and

* The abbraviations used are- GR, globular reglon; Hsa, Homo sapiens; Spn, 5.
pnewmonias; HBE, hydrophobic taill.
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during the development of invasive diseases. The transition
from the asymptomatic state to infectious behavior of the pneu-
mococcus is poorly understood but is likely to be dependent on
the host's innate immune response. Within this context, the
characterization of the immune response to 5. prewmoniae is a
high priority. One important component is the complement
system among which the classical pathway is the dominant acti-
vation system, although the alternative and lectin pathways also
play some roles (17-20). Data from experimental infections in
mice have supgested that the classical pathway can be activated
by various innate immune mediators. They include natural
Igh, antibodies to capsular and noncapsular antigens, pen-
traxin components of the acute-phase response such as C-re-
active protein and serum amyloid P component, and the
macrophage lectin receptor SIGN-R1 (21). These data support
the important role of the classical pathway for innate immunity
to 5 prewmoniae and suggest that different immune mediators
act as bridging molecules by recognizing pneumococcous sur-
face components and Clg. However, direct Clq ligands have
vet to be identified at the surface of 5. prewmoniae.

In the present study, we demonstrated that human and
pneumococcal glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenases
(mamed herein Hsa and 5pn GAPDHs, respectively) exposed at
the cell surface are Clg partners. Besides its well characterized
function as a glycolytic enzyme, GAPDH displays multiple
functions in membrane fusion, transcriptional coactivation,
DMNA repair, apoptosis induction and regulation, transferrin
binding, and bacterial virulence (22-26). GAPDH is present on
the surfaces of both prokaryotic and eukaryotic cells, but the
mechanism by which the protein is secreted and/or captured at
the cell surface is not known (27-29). In pathogenic bacteria,
including Streptococcus, surface-anchored GAPDH is associ-
ated with vinulence because of its ability to bind different host
proteins (30-32). Pneumococcal surface-exposed GAPDH
binds plasminogen. Conversion of plasminogen to the proteo-
Iytically active plasmin form plays important roles in patholog-
ical processes such as the escape from blood clots and tissue
invasion {33-35). To our knowledge, this is the first report of
GAPDH-Clq interaction taking place in a comparable manner
for eukaryotic and prokaryotic homologs but leading to differ-
ent functional consequences in terms of complement
activation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Proteins and Antibodies—Clq and the proenzyme Cls-Clr-

Cle-Cls tetramer were purified from human serum and
ClgGHEs were prepared and quantified as described previously
(36). Mouse monoclonal anti-human GAPDH (Invitrogen,
clone 258), rabbit polyclonal anti-human GAPDH (Sigma
E9545), anti-human C4 {Abcam ab48612), and anti-human C3
{Abcam ab®74652) antibodies were used. Rabbit polyclonal anti-
bodies directed against human Clg and pneumococcal
GAPDH were from the Immune response to pathogens and
altered self and Pneumococeus groups (Institut de Biologie
Structurale-Grenoble), respectively. Mative purified human
GAPDH was from Advanced Immunochemical Ine.

Cell Culfure—Hela cells were cultivated i GlutabMAX
DMEM (Invitrogen). Jurkat and THP-1 cells were cultivated in
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GlutaMAX RPMI 1640 medium (Invitrogen). Medium was
supplemented with 10% {v/v) FCS, 2.5 units/ml penicillin, and
1.5 mg/ml streptomycin. The cells were regularly tested for
Mycoplasma contamination (Mycoalert detection kit, Lonza).
Apoptosis was induced and quantified as described previously
{12). Briefly, cells were exposed to 1,000 m]/cm® UV-B irradia-
tion at 312 nm in fresh medium. Cells were then incubated for
the indicated times at 37 *C under 5% C0,.

Preumococcal Strains—35, preumoniae R6 is a nonencapsu-
lated avirulent strain derived from strain R36A, which itself is
derived from the capsular type 2 clinical isolate strain D39,
E36A has multiple interruptions in the type 2 capsular locus
inherited from D39, The R6 and D3% hydrophobic tail (HBt)
mutants were generated as addressed later. The wild-type (R6
and D39 and HBt mutant (B6 HBt and D39 HBt) strains were
cultivated under anaerobic conditions in either Todd Hewatt
broth {BD Biosciences) for the R6 strains or Todd Hewitt broth
supplemented with 0.5% yeast extract for the D39 strains.
Whenever required, pneumococcd were labeled with fluores-
cein isothiocyanate (FITC). A 10-ml bacterial culture in late
exponential growth phase (44 = 0L6) was harvested by cen-
trifugation (10 min at 3,000 > g). Cells were washed with PES
before incubation with FITC at 1 mg/ml in 500 ul of PBS for 30
min at 4 *C. Bacteria were washed three times with PBS before
use.

Isolation of Hel.a Cell Surface Biotinylated Proteins—Hela
cell surface proteins were biotinylated as follow. Cells were
washed two times with ice-cold PBS and biotinylated using
biotinamidocaproate N-hydroxysuccinimide ester diluted in
bicarbonate buffer (Amersham Biosciences). After incubation
at 4 "C for 30 min with gentle shaking, cells were rinsed twice
with ice-cold PBS to remove any remaining biotinylation rea-
gent. The cells were then scraped and lysed in 1% Triton X-100,
1 mmt CaCly, 1 mm MgCl, in PBS containing protease inhibitors
(complete EDTA-free, Roche Diagnostics) and left at 4 °C for
I h. Insoluble material was removed by centrifugation at
20,800 % g for 30 min at 4 °C. Soluble proteins present in the
supernatant were quantified with a bicinchoninic acid assay
(Sigma) and incubated with streptavidin-conjugated magnetic
beads (Dhynabeads MyOne Streptavidin T1, Invitrogen Dhynal
AS, Oslo, Norway) with rotation for 90 min at 4 *C. The beads
were collected with a magnet and washed eight times with PES,
0.1% Tween 20, Biotinylated proteins were eluted by boiling the
beads with 40 pl of 2% Laemmili sample buffer for 5 min at
100°C, The amount of biotinylated surface-exposed GAPDH
was determined by Western blotting using an anti-human
GAPDH antibody.

Preparation of Hela Cell Plasma Membrane Proteins—Cul-
ture dishes (100 mm) of Hel.a cells were harvested by scraping
and incubated on ice for 20 min in hypotonic buffer {10 mu
Trs-HCl (pH 7.6) containing protease inhibitors) and dis-
rupted by Dounce homogenization. The homogenate was cen-
trifuged at 3,000 * g for 10 min. The supernatant was collected
and further centrifuged at 220,000 > g for 30 min. The cell
membrane-containing pellet was then solubilized in PBS con-
taining 1% Triton X-100, I mM CaCly, 1 my MgCly, and prote-
ase inhibitors for 1 h at 4 °C. Solubilized membrane proteins
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were collected from the supernatant by 30-min centrifugation
at 220,000 = g

ClgGR Chverlay Binding Assay—Solubilized membrane pro-
teins (10 pg) were subjected to electrophoresis using a 10%
SDE-polyacrylamide gel and transferred to Immaobilon- P mem-
brane (Millipore). The membrane was subsequently blocked
with 3% BSA in PBS, 0.1% Tween 20 at room temperature for
1 h and washed three times with PBS, 0.1% Tween 20, Putative
streptavidin binding sites were blocked using a streptavidin/
biotin blocking kit (SP-2002, Vector Laboratories). The mem-
brane was washed briefly before incubation with biotinylated
ClgGRs (L5 pg/ml) for 2 h (ClgGRs were biotinylated using
the ECL protein biotin system (Amersham Biosciences)
according to the manufacturer’s instructions). After extensive
washes, the membrane was incubated with streptavidin conju-
gated to horseradish peroxidase for 1 h, which allowed detec-
tion of the bound biotinylated Cl1qGRs by chemiluminescence
{SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate, Pierce).

Pulldown Experiments—Biotinylated ClgGRz were added to
80 pl of preeqguilibrated streptavidin-conjugated magnetic
beads. The mixture was incubated for 30 min at room temper-
ature with rotation. The beads were pelleted, and the superna-
tant was removed. After six washes with PBS, 1% BSA, the beads
were incubated with plasma membrane proteins for 4 hat 4 *C
with gentle rocking. The beads were then pelleted, and super-
natants were collected. After seven washes with 0.1% Triton
X-100, 1 ma CaCly, 1 mu MgCl, in PES, bound proteins were
eluted by addition of 40 pl of 2% Laemmli sample buffer and
incubated at 100 °C for 10 min. As a control, the same experi-
ment was performed with 80 ul of streptavidin magnetic beads
not coupled to biotinylated ClgGRs or coupled to free biotin.
Detection of GAPDH was performed by Western blotting using
an anti-human GAPDH antibody.

Flow Cytometry—Hela cells were harvested using trypsin-
EDT A solution {Invitrogen). Cells {05 = 105/ml) were washed
twice, resuspended in PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for
15 min at room temperature, and resuspended in PBS, 1% BSA.
Monoclonal anti-human GAPDH antibody was diluted 1:250
and incubated with cells for 45 min on ice. An isotype antibody
was used as a control. After two washes, cells were resuspended
in PBS and incubated on ice for 30 min with FITC-conjugated
goat anti-mouse g (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
diluted 1:200 and analyzed with a FACScan flow cytometer
using CellJuest software (BD Biosdences).

Production and Purtfication of Recombinant Pneumococcal
and Human GAPDHs—Genomic DN A from the D39 strain of
5. preumoniae was used as a template to amplify the gapdh
gene (5p2012) by conventional PCR methodology. The
resulting PCR product was cloned into the pLIMOL vector
{PX Therapeutics 5A, Grenoble, France) that had been modi-
fied from pCYES0 by insertion of patented sequences, allowing a
ligase-independent cloning procedure. The resulting construct,
pLIMO1/gapdh, encodes the full-length GAPDH protein fused
to a His, tag at the N terminus. A tobacco etch virus protease
cleavage site was inserted between the Hisg tag and the N-ter-
minal sequence of GAPDH. DNA sequencing confirmed that
no mutation had been introduced during PCR. The human
GAPDH gene was amplified from cDNA (GAPDH, NCBEI Ref-
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erence Sequence NM_002046, human cDMNA clone, Origene),
and a tobacco etch virus cleavage site was introduced at the
5'-extremity. The resulting PCR product was cloned into the
pET et vector (Movagen) to fuse a His, tag at the N terminus
of the human GAPDH sequence. Owvernight cultures of the
Escherichia coli BL21(DE3)- CodonPlus-RIL (Stratagene) strain
transformed with the Hsa or Spn GAPDH expression con-
structs were used for inoculation with 500 ml of Ternfic Broth
medium (Euromedex) supplemented with 100 pg/ml ampicil-
lin and cultured at 37 "C for 3 h. Protein expression was induced
with (.5 mM isopropyl B-0-1-thiogalactopyranoside for 16 h at
15°C. After sonication and centrifugation of the lysate (20 min
at 40,000 * g}, recombinant Hsa and Spn GAPDH proteins
were recovered from the soluble fraction and loaded onto a
1-ml prepacked HisTrap HP column {GE Healthcare). Column
equilibration buffer was 50 mM Tris-HCI, 200 mu NaCl, 20 mm
imidazole (pH B.0). After extensive washing. recombinant pro-
teins were eluted with 60, 100, 2000, and 500 mM imidazole steps
in 50 mM Tris-HCL, 200 ma NaCl {pH 2.0) buffer and subse-
quently dialyzed against 10 my HEPES, 150 ma NaCl, 2 mu
CaCl; {pH 7.4) before use for biological assays. The degree of
protein purity was checked by Coomassie Blue staining of S3D05-
polyacrylamide gels. Protein concentrations were determined
by absorbance at 280 nm.

Construction of the HEt Mutant Pnewmococcal Strains—The
R and D39 HEt mutant strains were generated by insertion of
a hydrophobic tail (IVLVGLYMLLLS) at the 3"-end of the
gapdh gene as described previously (37). Complementary prim-
ers used for insertion {(QuikChange II XL Site-Directed
Mutagenesis kit, Agilent Technologies) of this sequence in the
pLIMOL-rGAPDH vector were as follows: GAPDH-1, AATAC-
TICGCAAAGATTGCTAAAATTGTTCTTGTTIGGCCT G-
TTATGCTTCTTCTTTCTTAATCAATTGGATGGETGAC-
CTCGAGCG: GAPDH-2, GCTCGAGGTCACCATCCAAT-
TGATTAAGAAAGAAGAAGCATAACCAGGCCAACAA-
GAACAATTTITAGCAATCTTTGCGAAGTATTC. To con-
struct the recombination product, three overlapping fragments
were PCR-amplified: 1) a 6804-nuclectide fragment comprising
the 3"-end of the papdh gene, the hydrophobic tail, and the
5'-region of the cat gene (GAPDH-3, GCTTGGCTCCAATG-
GCTAAAGCTC: GAPDH-4, TCAAACAAATTTTCATCA-
AGCTTTTAAGAAAGAAGAAGCATAACCAGGCC); 2) a
1084-nucleotide fragment comprising the cat gene, the 3"-end
of the hydrophobic tail, and the sequence downstream of the
gapdh gene (GAPDH-5, GGCCTGGTTATGCTTCTTCTT-
TCTTAAAAGCTTGATGAAAATTIGTTTGA: GAPDH-6,
GCTTTCTATCAACTCAAGAATTATCTAGAACTAGT G-
GATCCCCCGG-3"); and 3) a 552-nuclectide fragment com-
prising the sequence downstream of the gapdh gene overlap-
ping the caf gene (GAPDH-7, CCGGGGEGEATCCACTAGT-
TCTAGATAATTCTTGAGTTGATAGAAAGC: GAPDH-E,
GCCAAAAATCCTTTTATCCTGCCC). These three frag-
ments were PCR-assembled using primers GAFPDH-3 and
GAPDH-4, and B6 or 39 strain competent cells were trans-
formed with the recombination product and plated onto chlor-
amphenicol-containing Columbia blood agar. Mutant strains
were selected twice, and insertion was venified by PCR amplifi-
cations using primers flanking the recombination product.
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Solid-phase Binding Assay—Solid-phase binding aszays were
performed to measure binding of Hsa and 5pn GAPDH pro-
teins to Clg and plasminogen. White 96-well microtiter plates
{Greiner Bio One) were coated with 1 pg of Clg, plasminogen
{Roche Applied Science) or BSA a5 a control in 100 pl of PES at
4 "C owvernight. Saturation was performed by adding 200 pl/well
PBS, 2% BSA for 1 h at room temperature. Five washes were
performed using 200 pl of PBS. The recombinant Hsa and Spn
GAPDHs were added in each well (amounts ranging from 10 ng
to 10 pg), and the mixture was incubated for 2 h at room tem-
perature. Five washes were performed using 200 pl of PES, 0.2%
Tween. His-tagged bound Hza and Spn GAPDH proteins were
detected by adding 100 pl/well horseradish peroxidase-conju-
gated anti-His antibody (Sigma) (1:1,K dilution) in PBS, 0.03%
Tween 20, 0.2% B5A for 1 h at room temperature. Four washes
with 200 wl of PBS, 0.2% Tween 20 were performed. ECL solu-
tion (Pierce) (100 pl) was added to each well, and chemilumi-
nescence was measured using a multiwell luminescence reader
{Fluostar Optima, BMG Labtech).

Surface Plasmon Resonance Measurements—Surface plas-
mon resonance measurements were performed using a BLA-
core 3000 instrument (GE Healthcare). Clg and its GRs were
covalently immobilized to the dextran matrix of a CM5 sensor
chip via the primary amine groups (amine coupling kit, GE
Healthcare). The carboxymethylated dextran surface was acti-
vated by the injection of a mixture of (.2 M N-ethyl-N"-{dieth-
vlaminopropyljcarbodiimide and 005 M N-hydroxysuccinim-
ide. Ligands were injected in 10 mM sodium acetate buffer (pH
5.0). Ligand concentrations and contact time were adjusted
according to the desired level of immobilization. The remaining
N-hydroxysuccinimide esters were blocked by injection of 1 M
ethanolamine hydrochloride (pH £.5). All immobilization steps
were performed at a flow rate of 10 pl/min in 10 my HEPES,
150 mm NaCl, 3 my EDTA, 0.005% P20 {GE Healthcare) (pH
7.4). Immobilization levels for Clq and GR were 19,752 and
0,933 response units, respectively. Mo protein was immohbilized
on the control flow cell that underwent the activation and
blocking steps. Binding experiments were performed at 25 °C at
a flow rate of 30 pl/min in 10 ma HEPES, 150 my NaCl, 2 my
CaCl,, 0.005% P20 (pH 7.4). Spn GAPDH was injected at differ-
ent concentrations ranging from 1 to 10 nM, and Hsa GAPDH
was injected at concentrations ranging from 5 to 50 nM. Data
were double referenced by subtraction of the control flow cell
signal and of a blank run (buffer only). In all experiments, asso-
ciation phases ran for 180 s, and dissociation phases ran for
300 5. The surface was regenerated with pulses of guanidinium
chloride ranging from (.1 to 1 M. Data were analyzed by global
fitting to a 1:1 Langmuir binding model of both the association
and the dissociation phases for several concentrations simulta-
neously using BlAevaluation 3.2 software (BlAcore). In each
case, the data presented were obtained with a statistic ¥* value
< 1. The apparent equilibrium dissociation constants (Ky,) were
calculated from the ratio of the dissociation and association
rate constants (k,'k, ).

Cross-linking Experiments—3oluble interactions between
Hsa or 5pn GAPDH and Clg were checked using a cross-link-
ing strategy. 10, 50, and 100 pg of GAPDH proteins were incu-
bated with or without Clg (50 pg) in 50 pl of 10 mu HEPES, 150
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mm MNaCl, 2 mm CaCly (pH 7.4) for 1 h at 4 *C. Glutaraldehyde
was then added at a final concentration of (L03%, and the incu-
bation continued for 1 b at 4 *C. The cross-linking reaction was
stopped by addition of 5 pl of 1 M Tris-HCI (pH 8.0). The pro-
tein complexes were separated by 3D5-PAGE, transferred to a
nitrocellulose membrane, and analyzed by Western blot using
horseradish peroxidase-conjugated anti-His antibody (1:5.000
dilution; Sigma- Aldrich) and ECL solution (Pierce) as detection
reagent.

Criantification of Preumococcal Surface-exposed GAPDH—
The amount of surface-exposed pneumococcal GAPDH was
analyzed by an alkaline elution strategy. A 50-ml culture in late
exponential growth phase (4., ~ 0.6) was harvested by cen-
trifugation (15 min at 3,000 * g). The bacterial culture density
was also measured by CFU counting on blood agar plates. The
cells were resuspended in PBS to adjust the bacterial suspension
to 1.5 > 10%,3 % 10°, 7.5 » 10%, 1.5 x 10", 2.25 % 1 0'°, and 3 %
10" CFU in 100 ul of 100 mM carbonate (pH 10) buffer and
incubated for 30 min at 37 °C. The suspensions were centri-
fuged, and the supernatants were collected, separated by SDi5-
PAGE, transferred on a nitrocellulose membrane, and analyzed
by Western blot using rabbit anti-pneumococcal GAPDH anti-
body (1:5,000 dilution), horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit antibody (1:500 dilution; Sigma-Aldrich), and
ECL solution (Pierce) as detection reagent. The intensity of the
spots was quantified using Image] software. The amount of
GAPDH in each sample was determined relative to the GAPDH
released by the wild-type strain, used at the highest concentra-
tion, and this value was arbitrarily considered as 100%. If nec-
essary, the intensity values were adjusted based on the CFU
counting,

Preumococcal Subcellular Fractionation—The amount of
pneumococeal GAPDH in the different cell compartments of
the wild-type and HEt mutant strains was analyzed by cell frac-
tionation. One-tenth of a 100-ml culture in late exponential
growth phase (4., = (L&) was centrifuged (15 min at 3,000 =
#), and the pellet was resuspended in 1 mlof PBS containing 100
pg/ml lysozyme and 50 units'ml mutanolysin and incubated
for 2 h at 37 °C, yielding the whole cell lysate extract. The
remaining 9 mlwere centrifuged (15 min at 3,000 * g}, and the
pellet was resuspended in @ ml of PBS containing 100 pg/ml
lysozyme, 50 units/ml mutanolysin, and 30% sucrose and incu-
bated for 2 h at 37 °C. This lysate was centrifuged, and the
supernatant containing the cell wall was collected. The pelleted
protoplasts were resuspended in 9 ml of 10 mam HEPES, 10 mm
KCl ipH 74): lysed by three cycles of freezing/thawing: and
ultracentrifuged for 45 min at 190,000 * g The soluble cyto-
plasm was collected, and the membrane pellet was resuspended
in 9 ml of 10 ma HEPES, 10 mm KCI {(pH 7.4). The different
subcellular fractions were serially diluted, separated by SD5-
PAGE, transferred on a nitrocellulose membrane, and analyzed
by Western blot using rabbit anti-pneumococcal GAPDH anti-
body (1:5000 dilution). horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit antibody (1:5000 dilution; Sigma-Aldrich), and
ECL solution (Pierce) as detection reagent. The intensity of the
spots was quantified using Image] software,

Immunofluorescence Microscopy—Hela cells cultivated on
glass coverslips were washed in PBS, fixed for 5 min with 4%
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paraformaldehyde, incubated with 1% B5A, and then submitted
to GAPDH and Clg detection by indirect immunofluorescence
using a rabbit anti-C1q polyclonal antibody diluted 1:100 and a
menoclonal anti-human GAPDH antibody diluted 1:250 in
PEBS. Bound antibodies were visualized with Cy3-conjugated
goat anti-mouse [gl (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
and Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG diluted 1:250
in PBS. Cells were mounted on glass slides with Vectashield
mounting medium for fluorescence with 4°6-diamidino-2-
phenylindole (DAPD) (Vector Laboratories). Cells were photo-
graphed using an epifluorescence Olympus [X8] microscope
equipped with differential interference contrast (Momarski)
and a reproducible optical section acquisition system (AZ_ =
0.1 pm) for three-dimensional reconstruction. To assess spatial
localizations within the cell and at the surface, serial optical
sections were taken at 0.5-pm intervals throughout the thick-
ness of all cells examined. Yolocity 6 software was used for
analysis and treatment {deconvolution/restoration, co-local-
ization, and guantification). Pearson’s correlation coefficient
was measured on each view to reinforee co-localization obser-
vations. Coefficients =0.75 were measured for all images
shown.

Wild-type B6 pneumococcal strain was grown at an A, of
(0.3 and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min in ice. Cells
were then deposited onto poly-L-lysine-coated Poly Prep slides
(Sigma- Aldrich) and permeabilized in cold methanol for 5 min.
Slides were blocked for 30 min at room temperature with 5%
{wiv) nonfat dry milk in PBS (saturation buffer) and then incu-
bated for 1 h with anti-pneumococeal GAPDH antibody in sat-
uration buffer. The slides were then washed twice in PBS and
incubated with a 1:300 dilution of Cy2-conjugated goat anti-
rabhit antibody in saturation buffer. After successive washes
with PBS and water, cells were incubated with 2 pg/ml DAP]
(Tebu-Bio) for 15 min or with 0.5 pl of FM4-64 (1 mg/ml;
Molecular Probes). Slides were mounted with Mowiol and
examined with an Olympus BX61 microscope equipped with an
UPFLN 100 O-2PH/L3 objective and a (Jlmaging Retiga-
SV 1394 cooled charge-coupled device camera. Image acqui-
sition was performed using Volocity & software without any
further picture processing,

Bacterial Binding Assay—>5olid-phase binding assays were
performed to measure binding of the R6 and D39 wild-type and
HBt strains to Clg and plasminogen. Black 96-well microtiter
plates (Greiner Bio One) were coated in triplicates with | pg of
Clg, plasminogen, or BSA in PBS at 4 *C overnight. Saturation
was performed by adding 200 ul/well PBS, 2% BSA for 1 h at
room temperature. Five washes were performed using 200 ul of
PBS. 100 wl of FITC-labeled bacterial suspensions (3 » 107,
75 % 107, L5 % 105, or 3 % 10° CFU/ml) were added to each
well, and the mixture was incubated for 1 h at room tempera-
ture. Five washes were performed using 200 ul of PBS, 0.2%
Tween 200 The bacterium-associated fluorescence was meas-
ured using a multiwell fluorescence reader (Fluostar Optima,
BMG Labtech). Bacterial suspensions of the wild-type and HBEt
mutant strains were plated for CFU counting to control the
bacterial density. The data were corrected according to the
wild-type/HBEt ratio: the binding level was related to the value
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displayed by the wild-type strain, used at the highest concen-
tratiom, and this value was arbitrarily considered as 100%.

Electron Microscopy Analysis—Isolated GAPDH and Clg
samples at a concentration of approximatively 0.05 mg/ml were
applied to the clean side of carbon film on mica {carbon/mica
interface) and negatively stained with 2% ammonium molyb-
date (pH 7.4). A grid was placed on top of the carbon film, which
was subsequently air-dried. Images were taken under low dose
conditions with a CM12 Phallips electron microscope at 120kV
and a calibrated nominal magnification of 45,000 using an
ORIUS 5C100 charge-coupled device camera (Gatan, Ine).
Glutaraldehyde cross-linked complexes were also analyzed by
EM. In addition, the recently described GraFix sample prepa-
ration technique was also used to obtain cross-linked Clg-
GAPDH complexes (38). Briefly, the complexes were prepared
by incubation of a 2:1 ratio mixture of GAPDH (0.1 mg/ml) and
Clq (0,05 mg/ml) in 10 msm HEPES, 150 mu NaCl, 2 ma CaCl,
(pH 7.4) at room temperature for 30 min. 100 ul of the mixture
was applied toa 0.5-ml 20— 40% (v/v) glycerol, W033— 0L1% (v/v)
glutaraldehyde gradient. After centrifugation at 20,000 rpm in
an 3WHhHETI rotor (Beckman Coulter) for 18 h at 4 °C, 50-pl
fractions were collected from the top of the gradient, and excess
glutaraldehyde was inactivated by adding 5 pl of 1 M Tris to
each fraction. To remove the maximal amount of glycerol, the
carbon/sample was rinsed by plunging it into buffer without
glycerol. Staining with ammonium molybdate took place after
this step.

Cl Activation Assay—Cl activation was assayed as described
previously (35). Clg (0.25 psm) and various amounts of GAPDH
were mixed and incubated for 20 min at 37 *C before addition of
equimolar amounts of the Cls-Clr-Clr-Cls tetramer (0.25
wM) to reconstitute the Cl complex. The mixture was then
incubated for 20 min at 37 "C in 50 mM triethanolamine-HCl,
145 mm NaCl, 2 my CaCl, (pH 7.4). The reaction mixtures were
submitted to 5D5-PAGE analysis under reducing conditions
using 10% acrylamide gels. The bands corresponding to Cls
were revealed by Western blot analysis using a rabbit polyclonal
antibody after electrotransfer to a nitrocellulose membrane. C1
activation was determined from the amounts of the A and B
chains of activated Cls relative to that of the proenzyme. In a
control experiment, it was verified that GAPDH does not acti-
vate the Cls-Clr-Clr-Cls tetramer in the absence of Clg.

Complement Deposition Assay—Complement deposition
upon treatment with human serum was measured as follows.
White %o-well microtiter plates {Greiner Bio One) were coated
in triplicates with 10 x 10f Ré WT, D39 WT, Ré HBt, or D39
HEt bacteria in 100 pl of 10 may HEPES, 150 my NaCl, 2 mm
Call; (pH 7.4) (HB5-C buffer) for 2 h at room temperature.
Saturation was achieved by adding 1000 pliwell HBS-C, 0.2%
gelatin for 1 h at room temperature. Human serum (100 pl; 1:25
dilution) or HBS-C (100 ul) was added in each well and incu-
bated for 1.5 h at room temperature. Clg, Cdb, and C3b depo-
sition was detected by adding 100 plfwell anti-Clq, anti-C4, or
anti-C3 antibody (1:1,000 dilution) in HBS-C, 0.02% gelatin for
1 h at room temperature followed by 100 pl of horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (1:1.000 dilution)
in HES-C, 0.02% gelatin for 1 h at room temperature. ECL solu-
tion {Pierce) {100 wl) was added to each well, and chemilumi-
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nescence was measured using a multiwell luminescence reader
{Fluostar Optima, BMG Labtech). Two washes were performed
with 100 wl of HES-C between each step.

RESULTS

The Human GAPDH Exposed at the Cell Sunface Is a Novel
ClgGR-binding Protein—GAPDH was initially detected by blot
overlay on plasma membrane extracts using the Clg globular
region as the bait (Fig. 14). This experiment was designed to
identify unknmown cell surface Clg ligandis) potentially
involved in the recognition and the uptake of apoptotic cells by
macrophages. When incubated with plasma membrane pro-
teins extracted from viable and early apoptotic HeLa cells (trig-
gered by UW-B irradiation), biotinylated ClgGR strongly
revealed a 36-kDa band that showed slightly increased intensity
with the development of apoptosis (Fig. 14, lames 2, 3, and 4
compared with lane ). N-terminal protein sequencing analysis
demonstrated unambiguously that this band corresponds to
GAPDH (data not shown). Because GAPDH is a major and
widely expressed protein in all human cells, complementary
analyses were conducted to validate this initial observation.
The presence of GAPDH on the surface of Hela cells was con-
firmed after cell surface biotinylation, purification of the bioti-
nylated proteins using streptavidin magnetic beads, and West-
ern blotting using an antibody directed against human GAPDH
{Fig. LB). As expected, GAPDH was detected in the pellet frac-
tion containing biotinylated surface proteins. The supernatant
fractions correspond to the miracellular compartments in
which GAPDH was present independently of the biotinylation
procedure, Surface GAPDH expression was also investigated by
flow cytometry on Hel.a and Jurkat cells. The human monocyte
THP-1 cell line was used as a control because it was published
that macrophages express GAPDH at their surface (26). As
shown in Fig. 1. Cand I, all the cell lines exposed GAPIDH at
their surface. Intriguingly, Hel.a and Jurkat cells appeared to
display two distinct populations (negative (or low expressing)
and positive populations for GAPDH surface expression). This
unexpected result obtained with a monoclonal anti-human
GAPDH antibody (Invitrogen) was confirmed using a rabbit
polyclonal anti-GAPDH antibody (Sigma) (data not shown).
Because membrane-anchored GAPDH increased with apopto-
sis development (Fig. 1.4), we analyzed the GAPDH cell surface
exposure up to 4 h after apoptosis induction (and before signif-
icant plasma membrane permeabilization) by FACS. As shown
in Fig. 11, a significant increase in the amount of surface-an-
chored GAPDH was detected on Jurkat cells. Finally, the
GAPDH recognition by ClgGR was confirmed by pulldown
experiments on solubilized plasma membrane proteins using
biotinylated ClgGRs as the bait (Fig. 1E, lane 6). Mo GAPDH
detection was obtained in the absence of ClqGR (Fig. 1E, lane
2} or using biotin alone (Fig. 1E, lane 4). Unlabeled Clg com-
peted efficiently for the binding of GAPIH to biotinylated Clg
(not shown). All together these results demonstrate that
ClgGR binds to GAPDH present at the surface of human cells.

Clgand GAPDH Co-localize at the Surface of A poptotic Cells—
Based on the above obseration, we gquestioned whether
GAPDH could be a ligand of Clq involved in the recognition of

apoptotic cells. To this end, co-localization experiments were
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nylated proteins. C and [, non-permeabilized Hela, THP-1, and Jurkat cells
were stalned with ant-GAPDH or with an Isotype control and anakyzed by
FACS. Viable and early apoptotic Jurkat cells are shown (0. FL1-H conre-
spaonds to the FITC flugrescence Intenstty. E, GAPDH pulldown experiment on
g;asma membrane extracts uslgebluunﬂated ClgGR [.Efut—lf?%ﬁm as the

It. GAPDH 1= only detected In pellet (P In the presence of C1gER. Biot
comasponds to the pulldown assay using free blotin. Supernatants of all pull-
down conditions are shown. ot comesponds to purified GAPDH. The positions
of molecular mass markers [expressed in kilodaltons) are shown (4, 8 and E).

conducted on viable and apoptotic Hela cells using either the
globular region of Clq or the complete molecule. As illustrated
in Fig. 2, GAPDH was detected at the cell surface on both viable
and apoptotic Hela cells (Fig. 2, C, H, M, and &) in agreement
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GAPDH

Viable cells

Apoptotic cells

FIGURE 2. GAPDH and C1qGR co-localize on a
(red) and Cig or C1qGR (green) as described un
In yelow. A-J, untreuted control Hela cells. K-T,

CigiCiaGR

Merge

ptotic plasma membrane blebs. Calls were submittad to double immunofluorescent labeling for GAPDH
er “Experimental Procadures.” Nudlal were labelad with DAP! (blue). In merged views, coJocaltzation appears
apuptottc cells (6 h post-UV Irradiation). A, F, K, and P, differential Interference contrast (Dic). C H, M, and

R, surface GAPDH. D, I, N, and §, C1q or C1qGR as spedified. E, J, 0, and T, merge views. Scole bar, 10 um.

with the cytometry experiment (Fig. 1C). Binding of Clgq was
detected on apoptotic cells (Fig. 25) and to a lesser extent on
non-apoptotic cells (Fig. 2f), whereas CIqGR binding was
mainly detected on apoptotic cells (Fig. 2ZN). The co-localiza-
tion was supported by Pearson’s correlation coefficients meas-
ured on the merged images shown in Fig. 2, J, O, and T, as
described under “Experimental Procedures.” In conclusion,
Clq and ClgGR mostly co-localize with GAPDH detected on
the surface of apoptotic cells characterized by plasma mem-
brane blebbing. GAPDH-Clq co-localization is not restricted
to Hel.a cells because we obtained similar results on apoptotic
Jurkat cells (not shown).

Expression and Purification of Human and Pneumococcal
GAPDH Proteins—To further investigate the Clq binding to
human and bacterial GAPDHs, comparable production strate-
gies were conducted to produce Hsa and Spn recombinant
GAPDH proteins. The expression vectors used allowed pro-
duction of the recombinant proteins fused to a histidine affinity
tag. SDS-PAGE analysis of the purified recombinant proteins
indicated that Hsa and Spn GAPDHs were essentially pure and
exhibited apparent molecular masses of about 38 kDa under
reducing conditions (data not shown) in accordance with the
calculated and measured masses. Indeed, the molecular masses
determined by MALDI-TOF analysis were 38,198 * 39 and
38,193 + 9 Da for Hsa and Spn GAPDH, respectively, consist-
ent with the values predicted from the amino acid sequences
after removal of the N-terminal methionine (38,198 and 38,180
Da, respectively). Transmission electron microscopy con-
firmed the homogeneity of the preparation and the tetrameric
oligomerization state of both Hsa and Spn GAPDHs (see Fig. 5)
(39-42).

Pneumococcal and Human GAPDHs Interact with Clg in
Vitro—Spn and Hsa recombinant GAPDH proteins ranging
from 0.01 to 10 pg were incubated with coated Clq. Significant
dose-dependent binding responses of both GAPDH proteins to
42626
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FIGURE 3. Binding of soluble pneumococcal and human GAPDHs to immo-
bilized C1q and plasminogen by solid-phase assay. Differant quantities of
Hls-za% ed GAPDH (from 0.01 to 10 ug) were Incubatad for 1 hon 1 ug of pro-
tains (BSA, Ciq, and plasminogen) coated on a 96-well plate (corresponding to
144, 212, and 11 pmol of proteins/well, respectivaly). Bound GAPDH protains
weredetectad by chemiluminescence reading (¥ght measuraed between 240and
740 nm) after extensive washes and Incubation with horsaradish peroxidase-
conjugated anti-His antibody. Results are given In an arbitrary units (ALY, This assay
was performead three times In triplicate walls. The average of three Independent
experments =SD. s shown. A, pneumococcal and human GAPDH Interaction with
C1g 8 preumococcal and human GAPDH Interaction with plasminogen. White bars
comrespond to coated BSA In A and B. ror bars correspond to S.D.
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FIGLURE 4. Surface plasmon resonance measurements of pneumococcal and human GAPDH protein interaction with C1q and its GR. Shown are Binding
of pneumococcal GAPDH (A) or human GAFDH (8] to C1q and binding of preumococcal GAPDH (Ch or human GAPDH (09 to C1qGR. Cig and GR protains were
Immobllized on a Blacore CMS sensor chip; GAPDOH recombinant proteins were the analytes. Data reprasent overlays of sensorgrams rasulting from the

Injection of different concentrations of GAPDH as Indicated. The blank nun was subtracted from each

ram. Fits are shown as dotted §nes and wers

obtained by global fitting of the data using a 1:1 Langmulr binding model. The kinetlc parameters of the interactions determined by recording sensongrams at
warying GAPDH concentrations are listed In Table 1. Besp. D6, response difference; AL, response units.

Clg were observed when compared with B5A used as negative
control (Fig. 34). Similar results were obtained with coated
plasminogen used as a positive control, showing that human
GAPDH, like its bacterial homolog, binds to plasminogen (Fig.
3R).

Human and Prewmococcal GAPDHs Bind to Clg Globular
Region with High Affinity—5Surface plasmon resonance experi-
ments confirmed the interactions between GAPDH and Clg
(Fig. 4). Interaction was first tested using two different human
GAPDH proteins: a commercially available native form and a
His-tapged recombinant form. YWe compared the Clg and the
ClgGR interaction with both immobilized human GAPDHs. In
this configuration, the K, values determined using the simple
I:1 interaction model showed no significant differences
between the native and recombinant human GAPDH forms
(Kpofd = 107" and 3 % 1077 M, respectively). In the reverse
configuration with Clg immobilized on the sensor chip surface,
binding of human and pneumococcal His-tagged recombinant
GAPDH proteins was concentration-dependent (Fig. 4, 4 and
B). The data fit to the simple 1:] interaction model proposed by
the BlAevaluation software from which kinetic parameters
were calculated. However, because of oligpmerc organizations
of GAPDH (tetramer) and Clq (hexamer), the interaction likely
results from global avidity recognition. Consequently, the K,
determinations correspond to apparent values {Table 1). The
GAPDH binding to Clq is of high affinity because apparent &,
values in the nanomolar range were determined for Spn and
Hsa GAPDHs (0.34 and 2.17 nM, respectively). Comparison of
the asseciation and dissociation rate constant values indicates
that the pneumococcal protein forms a slightly more stable
complex with Clg than the human GAPDH (Table 1), This
effect was also observed using the reverse experimental config-
uration where the GAPDH proteins were immobilized and
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TABLE1

Kinetics and dissociation constants for the interaction between
human and pneumocoeccal GAPDHs and Clg or its isolated GR

Immobilized ligand

Solmble anabie,
GAPDHT Cig GR
Pneamaoroccal
Kpim) QHX W T aMX 0T ATEX10 a2l X1
X 057+ L2E 033 + 015
ko (182 5) 451 ¥ 1 + 442 = 10* 7.92 ¥ 10° + 132 = 10t
kIE;.'sj 223 WA= 429x 10 SarxarYrEfa w10t
Huaman
Epia) ITXW o w?  asoxio i3z in?
X 148 + 19 079 = 0ol
k(1) 216 W+ 247 10t 222 107 = 039 1t
kIE;.'sj SADM W Y= 2ETH 00 1250 TR 10 Y

® Binding of pneumosoeeal {1-10ns) snd bumes [5-50 rea) GAPDH was meas-
ured gs deseribed under “Experimental Procedures.” The sssoriation (k) and
dissorciation (i, rete constents were determined using & 1-1 Langmusir binding
mindel. The values shown are the mismns of st lesst three separate experiments
=51

Clg was used as the soluble analyte (data not shown). Both
GAPDHs interacted with the ClgGR, although the apparent
affinity was higher for the pneumococeal protein (.73 nw)
when compared with the value obtained with the human form
(240 n) (Table 1 and Fig. 4, Cand ). As already observed with
the whole molecule, the complex formed by Spn GAFDH and
ClgGR was more stable than that involving the human protein
(Table 1).

Preumococcal and Human GAPDHs Form Complexes with
Clg in Solution—Formation of the GAPDH-Clgq complex in
solution was analyzed by a cross-linking approach followed by
Western blot detection (Fig. 5). Increasing gquantities of
GAPDH proteins were used (10, 50, and 100 pg). The proteins
migrated as monomeric forms in the absence of glutaraldehyde
with an apparent molecular mass around 27 kDa in accordance

with the calculated masses (Fig. 5, A and B). The migration
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FIGURE 5. Cross-linked complexes of pneumococcal and human GAPDH proteins with C1g. Different quantities of human (4) and pneumaococcal (B)
GAPDH protelns (10, 50, and 100 pa) and 50 pg of E1§ were used. Ghutaraldehyde was added at a final concentration of 0.03%. The reactions wers
performed for 1 h on ice before loading on @ 12.5% 505-polyacrylamide gel. An antl-His mowse monoclonal antibody was wsed for Western blot
datectlon of the His-tagged GAPDH proteins. The molacular mass markers are Indicated on the feft side of each blot. C electron micrographs of 1solated
GAPDHs and Chg. D, selected top views of complexes of both proteins obtaimed after classical cross-linking or GraFlx as specified. Samples were

preparad as described under “Experimeantal Procaduras.”

pattern of the GAPDH proteins was not modified in the
presence of Clg. Addition of glutaraldehyde induced the for-
mation of dimers and multimers of human and pneumococecal
GAPDHs (Fig. 5, 4 and 8). In these experimental conditions,
pneumococcal GAPDH generated significantly more tetramers
and oligomers (Fig. 5B). In the presence of Clyq, cross-linking
led to the appearance of species of high molecular weight range
corresponding to the complex formed between GAPDH and
Clg. Taking into account that both GAPDHs form oligomers
and that the Clg molecule has a molecular mass of 460 kDa, itis
likely that the covalent association of both partners is hetero-
geneous in size, impairing determination of the stoichiometry
of the complex.

Electron microscopy was used to further investigate the asso-
ciation between GAPDH and Clg. Purified recombinant
human and prnevmococeal GAPDHs have a tetrameric struc-
ture (Fig. 5C). Isolated Clg displays the classical hexameric
structure resembling a bouguet of tulips (Fig. 5C). The fop wew
clearly shows the six globular regions of the molecules orga-
nized around the stem. The Hsa GAPDH-Clg complex was
deposited on electron microscopy grids directly after the cross-
linking experiment (Fig. 50, right) or after the GraFix proce-
dure (38}, a sample preparation protocol combining the sedi-

42628 OURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

282

mentation of complexes through a glycerol gradient with mild
chemical cross-linking (Fig. 50, fgft). As shown in representa-
tive images corresponding to top views of Clg, complexes were
clearly observed becanse GAPDH molecules characterized by
their tetrameric-like structure are localized to each of the glob-
ular regions of Clq. Similar images were obtained from samples
from GraFix and classical cross-linking experiments with
human GAPDH. No difference was detected when comparing
human and preumococcal GAPDHs in complex with Clag.

Construction of 5. pnewmoniae Strains with Reduced Level of
Surface-exposed GAPDH—The cellular localization of GAPDH
was analyzed by immunofluorescence experiments. R6 5. pren-
moniae was incubated with anti-GAPDH antibodies and with
Cy2-conjugated secondary IgG. DA and membranes were
labeled with [MAP] and FM4-64, respectively (Fig. 64). Both
merged images show that GAPDH is localized at the cell poles.
Green GAPDH localization appears to be external to the red
FM4-64 membrane labeling, indicating that GAPDH is associ-
ated with the cell surface (Fig. 64).

Testing the physiological role of pneumococcal surface
GAPDH requires the construction of a mutant strain with no or
a limited amount of surface GAPDH. Because of its essential
role in bacterial metabolism, the construction of a pneumococ-
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FIGURE 6. Inhibition of surface-exposed GAPDH in mutant pneumococcal
strains. A, Immunofluorescence localization of GAPDH In 5. pneumoniae R6
strain. Bacterla grown to exponential phase « 0.3) were deposited on
shides, fixed, and Incubated with rabbit polydonal antibodies directed agalnst
pneumococcal GAPDH. Samples were then revealed with a secondary antl-
body coupled to Cy2. The bacterial chromosome was stained with DAM, and
the membrane was stalned with FM4-64. 8 and C, quantification of pneaumo-
coccal GAPDH assodated with the bacterid surface In wild-type and mutant
strains. Bactedal suspensions of the R6 and D39 wild-type and mutant strains
were prepared at Increasing cell densities ((FU) as Indicated below each histo-
and each of them was treated by alkaline pH to release GAPDH from the
ertal surface. The presence of In the supematant sample was
detectad by Western blot, and quantification of the chemfuminescence signals
was performed. The ratios were calculated with respect to the parental strain
maximal concentration (3 x 10"° CFU as 1009%). The average of the three Inde-
pendent experments Is shown +5.0. 8, R wild-type and HBt mutant strains. C,
D39 wild-type and HBt mutant strains. Emor bars comespond to S.D.
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cal strain deleted for the gene encoding GAPDH would be
lethal. To overcome this difficulty, we applied to S. pneumoniae
the strategy developed in S. pyogenes that consists in inhibiting
the export of the protein (37). A hydrophobic tail is inserted
at the 3'-end of the gapdh gene in the genome, which will
anchor the protein to the membrane, prevent the export, and
retain the enzymatic activity in the cytoplasm. The insertion of
the hydrophobic tail was performed in the R6 and D39 strains.
The mutant strains are designated HBt. The localization and
expression level of GAPDH in the wild-type and mutants
strains were compared in the different cellular compartments
of R6 and D39 strains (supplemental Fig. S1). We could dem-
onstrate that GAPDH expression is comparable in total
extracts of both wild-type and mutant strains. We calculated
that the proportion of GAPDH associated with the membrane
fraction in the R6 HBt strain was increased by 50% when com-
pared with the wild type. Conversely, 83% less GAPDH was
associated with the cell wall fraction in the R6 HBt strain when
compared with the wild type. Similar data were obtained when
comparing the wild-type and mutant D39 strains. Taken
together, these results show that the fusion of a hydrophobic
tail indeed reduces the quantity of GAPDH at the pneumococ-
cal surface to about 50%.

A complementary procedure was developed to quantify the
level of surface-exposed GAPDH. Bacterial suspensions pre-
pared at increasing cell densities were treated by alkaline pH to
release GAPDH from the bacterial surface. The presence of
GAPDH in the supernatant samples was detected by Western
blot (Fig. 6, B and C). The quantity of eluted GAPDH was cor-
related to the increasing cell density used (from 1.5 X 10”to 3
10'® CFU). Quantification of the chemiluminescence signals
was performed. The values were adjusted based on the CFU
counting for both strains and normalized to the value for the
highest concentration of wild-type sample, which was consid-
ered as 100%. The mean difference between HBt mutant and
wild-type strains was calculated: the R6 HBt strain displayed
only 49% of the GAPDH normally expressed at the surface of
the wild-type, and the D39 HBt strain displayed only 43%.
These data are in accordance with the calculations based on the
subcellular fractionation results (supplemental Fig. S1).

Native GAPDH Exposed at the Surface of the Pneumococcus
Binds to Clg—The specific binding of FITC-labeled wild-type
and mutant R6 and D39 strains to Clg was compared using a
solid-phase assay (Fig. 7). Increasing the bacterial concentra-
tion of R6 strains led to a dose-dependent binding to Clg,
which displayed lower intensity in the case of the HBt mutant
strain (Fig. 7A4). Although the mutant binding to Clq was
decreased by 16 and 11% at 3 X 107 and 7.5 X 10" CFU/ml,
respectively, when compared with the parental strain, the R6
HBt binding to Clq was decreased by 64 and 56% when used at
1.5 X 10% and 3 X 10® CFU/ml, respectively (Fig. 74). Similar
data were calculated from the analysis of the patterns of R6
wild-type and HBt strain binding to plasminogen (Fig. 7B).
These results are in accordance with the half-decreased level of
GAPDH exposed at the surface of the mutant strains. The less
important decrease in binding of the R6 HBt strain to plasmin-
ogen compared with the binding to Clq might be explained by
the presence of others plasminogen receptors like enolase and
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ChbpE at the pneumococecal surface (43, 44). Similar data were
obtained when comparing the wild-type and mutant D39
strains (Fig. 7, C and D). Clg binding to the D39 HBt mutant
used at 3 x 107, 7.5 ® 10¥, 1.5 x 10 and 3 * 10f CFU/ml
ranged from 46 to 56% when compared with the binding level of
the wild-type strain (Fig. 7C). As observed with the I strain,
the binding of the D39 HBt strain to plasminogen was
decreased from 53 to 72% when compared with the D39 paren-
tal strain (Fig. 7).

Hza and Spr GAPDH: Affect Complement Activation Dif-
Sferentlv—To measure a possible effect of GAPDH on the com-
plement cascade, we first assayed the capacity of both human
and preumococcal GAPDHs to modulate Cl activation in an i
vitro complement activation assay. Spontaneous Cl activation
measurad in the absence of Cl inhibitor after a 20-min incuba-
tion at 37 "C was not significantly modified in the presence of
Hsa GAPDH (Fig. 84). In contrast, using the same molar ratio
(GAPDH/CL, 7:1), S5pn GAPDH induced a significant increase
of the Cl activation, reaching up to a L.3-fold increase com-
pared with the control. This observation prompted us to ana-
lyze the effect of the pneumococcal GAPDH in the presence of
serum using the pneumococcal 6 and the virolent clinical D39
strains. In this assay, wild-type and HEt {deficient for surface
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GAPDH]) strains were incubated with normal human serum,
and Clg, C3b, and C4b deposition was measured. The Clag,
C3b, and Cd4b deposition level on the B6 mutant strain was
decreased by 40% when compared with the wild-type strain
{Fig. BE). The effect was even more marked for the capsulated
D39 HEt strain, reaching a %% decrease in C3b deposition
when compared with control. These observations provide clear
evidence that Spn GAPDH activates the complement classical
pathway.

DISCUSSION

We provide the first evidence that the eukaryotic and bacte-
rial GAPDHs exposed at the cells surface are ligands of Clg, a
major recognition molecule of the complement system. This
conclusion is based on the following concordant obhservations.
1) The membrane-anchored GAPDH on Hela cells bound Clg
through its GRs. 2) ClqGR and GAPDH co-localized at the
surface of apoptotic cells. 3) Cell surface GAPDH exposure
increased rapidly at early steps of apoptosis. 4) The pneumo-
coccal and the human GAPDH proteins interacted in vitro
avidly with Clq through its GE. 5) Pneumococcal strains defi-
cent for GAPDH surface exposure displayed significantly
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FIGLRE E. Effect of GAPDH on complement activation. 4, in vitro activation
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under “Experimental Procedures.” B, C1g, C3b, and Cab depasition measured
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Iments. Each experimant was done In triplicate. *, significance was deter-
milned by one-way analysls of varlance; probability, p = 0.05. Eror bars come-
spond o 5.0.

decreased Clg binding. 6) Pneumococcal GAPDH participated
in complement activation unlike human GAPDH.

The complement system provides a first line of immune
defense and plays multiple and central roles such as recognition
and elimination of foreign invaders as well as damaged self-
cells, clearance of immune complexes, connection between
innate and adaptive immunity, and interaction with other host
cascade systems like the coagulation system. The classical com-
plement pathway is triggered by Clgq recognition of IgGG- and
Igh-targeting microbes or cells to eliminate, microbial or
eukaryotic surface moieties (LPS, phosphatidylzerine, and poly-
saccharides), and the pentraxins C-reactive protein, PTX3, and
serum amyloid P bound to targets (45). Interestingly, besides its
role in activation of the complement cascade, Clq acts as a
bridging molecule between apoptotic cell and antigen-present-
ing cell-like macrophages and dendritic cells, and furthermore,
Clg influences the phagocyte immune status (8, 9). Although
Clyg is described as a pattern recognition molecule with the
unigque ability to sense an amazing variety of targets, very few
proteins expressed at the surface of pathogens have been iden-
tified as Clq ligands. To our knowledge, the only reported bac-
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terial protein ligand of the globular domains of Clg is the
Ompk36 porin of Klebsiella pneumoniae (45).

In 5 prewmoniae immunity, the complement classical path-
way is an important component of the response (17, 18) and is
activated by various innate immune mediators, including anti-
bodies, C-reactive protein, serum amyloid P, and SIGN-RI.
Recently. the lectin pathway has also been reported as a critical
part of the innate immune response to pneumococcal infection
{20). Many interactions between 5 puewmoniae proteins and
complement molecules have been identified but are likely
involved in complement system evasion because mainly com-
plement regulators are recruited by the bacteria. PspCinteracts
with the complement inhibitor C4b-binding protein, which
interferes with the assembly of the C4bC2a C3 convertase;
acquisition of Cdb-binding protein by the pneumococcus
thereby inhibits classical pathway activation (46). ChpA
recruits the host regulator Factor H, leading to immune protec-
tion and complement inhibition through the formation of a
protective shield (47}, and also binds to the C2 component of
complement (48). The fact that huoman GAPDH might be
involved in the apoptotic cell recognition by Clg raises the
possibility of a novel bacterial subversion mechanism of the
host immune system by exploiting tolerance.

Until the mid-19Hs, it was thought that a protein translated
from one gene displayed a unique function. Later on, a growing
number of proteins were described to harbor several functions,
leading to the generic term of moonlighting proteins (49, 50).
This feature is encountered in eukaryotic and prokaryotic
organisms and concerns highly conserved proteins involved in
metabolic pathways or acting as molecular chaperones. Inaddi-
tion to multiple functions, multiple cellular localizations,
including surface exposition (although the secretion mecha-
nism remains unknown), are associated with the moonlighting
proteins (51). Most of the bacterial enzymes involved in the
glycolytic pathway exert various roles in pathological processes
like adhesion and invasion of host cells {32, 51). GAPDH i=
among the most frequent glycolytic/moonlighting protein
associated with the cell surface of pathogenic microorganisms
{51) and has been extensively studied for its property to bind to
plasminogen (33, 51-54).

Roles of GAPDH in bacterial immunity have also been
reported. Group A Streplococcus-exposed GAPDH recruits
complement C5a, which further inhibits the recruitment of
neutrophils and H, O, production, suggesting a role in immune
system evasion (55). Streptococcus agalactiae GAPDH elicits B
cell responses and induces production of the immunosuppres-
sive cytokine IL-10, indicating that GAPDH modulates the
immune response to promote host colonization by Group B
Streptococcus (30). These data suggest that the role of GAPDH
when exposed at the surface of bacterial pathogens might favor
infection and/or persistence of the pathogen in the host orga-
nism by counteracting immune defense mechanisms.

The comprehensive role of externalized GAPDH on eukary-
otic cells and in particular on apoptotic cell surfaces is still mis-
understood. In this study, we showed an increased level of
membrane-associated and surface-exposed GAPDH as soon as
2 h after apoptosis induction (Fig. 1, A and D). GAPIDMH was also

recovered from cell culture medium of viable cells and to a
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larger extent after the induction of apoptosis (data not shown).
These data are supported by a study indicating that glycolytic
enzymes such as GAPDH. enolase, and triose-phosphate
isomerase are early biomarkers of apoptosis (56). Conse-
quently, the GAPDH recognition by Clyg at the early steps of
apoptosis could be linked to the uptake of altered self-cells by
phagooytes. An interesting aspect highlighted by this work con-
cerns differential effects of human and pneumococcal GAP-
DHs on complement activation. Bacterial GAPDH activates the
complement cascade through the classical pathway, However,
the involvement of the lectin and/or the alternative pathways
cannot be excluded at this stage. These data indicate that
GAPDH is one of the bacterial ligands that lead to complement
activation and to the clearance of bacteria. These observations
are not consistent with previous reported roles of GAPDH in
virulence processes and persistence of the bacteria in the host.
This apparent paradox might be scrutinized in light of potential
mimicry of apoptotic cells considering that the surface-exposed
and/or soluble GAPDH recognition by Clg could be a strategy
displayed by the pneumococous to evade the immune system in
some specific step of infection progression.
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RESUME EN FRANCAIS :

Streptococcus pneumoniae est un pathogéne humain majeur causant des pneumonies, méningites
et septicémies. Pour assurer sa survie et sa dissémination le pneumocoque déploie un ensemble de
facteurs de virulence favorisant 1’invasion des tissus et 1’évasion du systéme immunitaire. Une classe
particuliere de protéines dites « moonlighting », ne sont associées a aucun systéme d’export connu et
pourtant se trouvent localisées en surface du pneumocoque. Les protéines « moonlighting » sont des
protéines cytoplasmiques conservées, localisées dans divers compartiments cellulaires et présentant
des fonctions additionnelles. La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) est retrouvée
en surface de nombreuses cellules et exerce divers roles dans les processus de virulence d’organismes
pathogénes.

La GAPDH de surface du pneumocoque agit comme un facteur de virulence en recrutant le
plasminogéne / la plasmine de I’hdte, ce qui facilite I’invasion bactérienne a travers la matrice
extracellulaire et les barrieres endothéliales et épithéliales. Cependant, les mécanismes permettant
I’export et la fixation de la GAPDH a la surface de la bactérie n’avaient pas encore été découverts. Ce
travail démontre que la GAPDH est relarguée par lyse cellulaire et s’associe au peptidoglycane.

Clqg, un composant clé de la voie classique du complément, est un acteur majeur dans la
réponse aux infections microbiennes et peut également détecter des éléments nocifs du soi-altéré
comme les cellules apoptotiques. L’usage d’approches expérimentales complémentaires a permis
d’identifier la GAPDH comme un partenaire de Clq quand elle est exposée en surface de S.
pneumoniae et de cellules apoptotiques humaines. Néanmoins et de maniére plutdt inattendue, seule la
GAPDH du pneumocoque active la cascade du complément a la différence de la protéine homologue
humaine. Ces résultats encouragent la poursuite d’études afin de comprendre comment la
reconnaissance par C1qg de deux protéines trés proches peut conduire a de telles différences sur ses
propriétés d’activation du complément.

TITRE EN ANGLAIS : Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, a glycolytic protein displayed
at the cell surface is involved in Streptococcus pneumoniae recognition by the complement system

RESUME EN ANGLAIS :

Streptococcus pneumoniae is a major human pathogen, which causes pneumonia, meningitis and
septicemia. To insure its survival and dissemination, the pneumococcus deploys an array of virulence
factors promoting invasion of tissues and evasion from the immune system. A particular class of
proteins not associated with any known export system, the moonlighting proteins, is found at the
pneumococcal surface. Moonlighting proteins are conserved cytoplasmic metabolic enzymes or
molecular chaperones localized in various cellular compartments and exhibiting additional functions.
The glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is found at the surface of numerous
eukaryotic and prokaryotic cells, and display diverse roles in the virulence processes of pathogenic
organisms.

The pneumococcal surface GAPDH acts as a virulence factor by binding to host
plasminogen/plasmin, which facilitates the bacterial invasion through the extracellular matrix and the
endothelial and epithelial cell barriers. However, the mechanisms leading to the GAPDH export and
binding to the bacterial surface had not been deciphered yet. This work demonstrates that the GAPDH
is released upon cell lysis and associates with the peptidoglycan.

Clq, a key component of the classical complement pathway, is a major player in the response to
microbial infection and has been shown to detect noxious altered-self substances such as apoptotic
cells. The use of complementary experimental approaches allowed the identification of the GAPDH as
a Clq partner when exposed at the surface of S. pneumoniae and human apoptotic cells. However, and
rather unexpectedly, the pneumococcal GAPDH activates the complement cascade unlike the human
one. Those results encourage further studies in order to understand how C1q recognition of two
closely related proteins can lead to such striking differences on its complement activation properties.

MOTS CLES / KEY WORDS : S. pneumoniae, GAPDH, C1q, systeme du complément, immunité
innée, virulence / S. pneumoniae, GAPDH, C1q, complement system, innate immunity, virulence
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