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Avant Propos

Lorsque je suis arrivé au laboratoire en 2008 poefffectuer mon stage de recherche de
master 2, j'étais émerveillé face au systeme Bvg®&.composition complexe et originale
permettait un travail imaginatif des mécanismesédgilation fort intéressant. L’organisation
structurale de ces domaines était inconnue et ngreir repliement de base était somme
toute connu, leur organisation quaternaire sembétedgt un défi lancé a notre communauté. La
perception et la transduction de signaux par usytgieme m’a alors semblé d’une complexité
inintelligible au vu de nos connaissances actuelles nombreuses questions qu’'une telle
protéine pouvait poser semblaient toutes passidgesat le champ d’investigation trés large,
ce qui n’a fait que confirmer mon engouement peusysteme.

Au fil du temps et des expériences, quelques ré&somst pu étre apportées, mais de
nouvelles questions sont apparues avec elles. €fresirpentant le long chemin de la thése
gue l'on peut se rendre compte que mener un psgjentifique n’'est pas de tout repos,
chaque question n'apporte pas forcément une répensa majorité des réponses apportent
de nouvelles questions.

Cette expérience si enrichissante, autant au niveallectuel qu’humain, apporte parfois des
déceptions, mais aucune d’entre elles n’a su eaetadlon enthousiasme. Méme si BvgS est
loin de nous avoir livré ses secrets a I'heure 'éaris ces lignes, ce manuscrit décrit en
grande majorité les pistes que nous avons suiviesfilade nos questionnements et
découvertes. J'espere que I'avenir nous permegtraidux comprendre encore ce systeme, et
de révéler des mécanismes généraux et particulierdransduction du signal dans les
systemes a deux composants.

De nombreuses personnes se sont penchées surtemeyau fil du temps permettant la
construction de I'édifice de nos connaissancess sante bien d’autres suivront nos pas, et
j'espére avoir apporté une pierre a cet édifice.

« Nous ne sommes pas seulgPox Mulder). La recherche est avant tout un titalléquipe

et plusieurs cerveaux valent mieux qu’un pour tedi percer un mystére. Ce manuscrit
reflete donc ma réflexion personnelle mais audsde collaborateurs proches sans qui rien
de cela n’aurait été possible.

« S'il n'y a pas de solution c’est qu'il n’y a pas dqaobléme » (Devise Shadok)
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A ma famille et d mes amis.



Liste des abréviations

ABC : ATP-Binding Cassette, Cassette de liaisoAaR

ACT : « Adenylate Cyclase Toxin », toxine adénylkagelase

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADP : Adénosine DiPhosphate

AMP : Adénosine MonoPhosphate

AMPA(R) : (Récepteurs a I")acideamino-3-hydroxy-5-methyl-4-isozazolepropionique
AMPc : AMP cyclique

ARN : Acide RiboNucléique

ATP : Adénosine TriPhosphate

bvg : Bordetella virulence genes

BvgA : Bvg Activator

BvgS : Bvg Sensor

c-di-GMP : cyclic-di-GMP, di-GMP cyclique

CA : Catalytic ATP-binding (domain), domaine catajye de liaison a I'ATP

CACHE : Calcium channels and CHEmotaxis proteinacx calciques et protéines de la
chimiotaxie.

CDC : Center for Disease Control and Preventiomti@epour le contréle et la prévention des
maladies

CyaA : cf. ACT

DHp : Dimérisation et Histidine phophotransfert

DNT : DermoNecrotic Toxin, toxine dermonécrotique

DOS : Direct Oxygen Sensor, senseur direct de fexyp

ERG : Ether-a-go-go Related Genes, génes homola@glaegrotéine Ether-a-go-go
FAD : Flavine Adénine Dinucléotide

FHA : Filamentous haemagglutinin, Hémagglutininfenteuse

Fim : Fimbriae

FMN : Flavine MonoNucléotide



GAF : phosphodiestérases spécifique du cGMP, Adémyyclase et FhIA
GMP : Guanosine MonoPhosphate
GMPc : GMP cyclique

HAMP : Histidine kinases (HKs), Adénylates cyclaga®téines accepteuses de Méthyl et
Phosphatases

HERG : Human ERG, ERG humain

HK : Hitidine-Kinase

HPt : Histidine Phophotransfert

HTH : Helix-Turn-Helix, Hélice-Tour-Hélice
KR : Kainate Receptor, Récepteur au kainate

LAOBP : Lysine-Arginine-Ornithine-Binding Proteiprotein de liaison a la lysine, I'arginine
et I'ornithine

LIVBP : Leucine-Isoleucine-Valine-Binding Proteimrotein de liaison a la leucine,
I'isoleucine et la valine

LOV : Light, Oxygen or Voltage, domains sensiblia &umiere, 'oxygene ou le voltage
LPS : Lipopolysaccharide

MCP : Methyl-accepting Chemotaxis Protein, protéeda chimiotaxie accepteuse de
meéthyl

NMDA(R) : (Récepteur au) N-Méthyl-D-Aspartate

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAC : PAS-Associated C-terminal (motif), (motif)t€minal associé au motif PAS
PAS : Per-Arnt-Sim

PBP : Periplasmic (solute-)Binding Protein, progédte liaison (de solutés) périplasmique ; ou
Penicillin-Binding Protein, protéine de liaison ldepénicilline ; ou Pheromone-Binding
Protein, protéine de liaison des phéromones

PCR : Polymerase Chain Reaction
PDC : PhoQ-DcuS-CitA
PELDOR : Pulsed ELectron-electron DOuble Resonance

pGpG : 5'phosphate-guanylyl-(3'-5')-guanosine, phosphate-guanylate-(3'-5')-guanosine ou
di-GMP linéaire



PRN : Pertactine

PTX : Pertussis ToXin, toxine pertussique

PYP : Photoactive Yellow Protein, protéine jaunetphctive

RPE : Résonance Paramagnétique Electronique

RR : Response Regulator, Régulateur de Réponse

SCOP : Structural Classification Of Proteins, dfasgtion structurale des protéines
SS : Stainer-Scholte (broth), milieu de cultureiilie Stainer-Scholte

STAS : Sulfate Transporter and Anti-Sigma factaagonist, transporteur de sulfate et
antagoniste de facteur anti-sigma

Tcf : Tracheal colonization factor, facteur de cadation trachéale
TCT : Tracheal CytoToxin, cytotoxine trachéale

TMAO : TriMéthylAmine-N-Oxide

vag : virulence-activated genes

vrg : virulence-repressed genes

VFT : Venus FlyTrap, Vénus piége a mouches (du derta dionée)
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INTRODUCTION



I. Bordetella pertussis, 1a coqueluche et les Bordetelles

A. Les origines et le genr&ordetella

Notre histoire commence au XVle siécle (1578) laigge épidémie, décrite comme un
violent rhume, frappe Paris. Un médecin francaisjll@me de Baillou, nomme cette
maladieTussis quintina. Cette maladie n’a pas été décrite uniquementrancg, et chaque
culture lui a attribué un nom particulier, comme@mne ou elle est connue sous le nhom de
« toux des cents jours », ou encore en Allemaljakdshusten (la toux du loup). Les Anglais
'ont nommée « whooping cough » a cause du sonciaistique de la toux chez les
personnes infectées (« whoop », qui signifie ctip:Hen.wikipedia.org/wiki/Pertussis). Le
terme francais de coqueluche n’est apparu que tphaset par dérive au fil du temps. Le
terme peut provenir ici aussi du son produit logslal toux, rappelant le chant du cog. Une
autre théorie voudrait que le nom provienne du ebgunon, sorte de capuchon porté par les
personnes atteintes. La maladie a été tres rapiteraeonnue par les médecins comme
provenant d’'un agent atmosphérique qui se propagesa la toux, et donc cette mesure
permettait d’éviter la propagation (http://fr.wikigia.org/wiki/Coqueluche).

Il aura fallu attendre plus de trois siecles, &t tavaux de deux Belges, un médecin et
biologiste, Jules Bordet, et un bactériologisteta@e Gengou, pour que I'agent pathogene
soit caractérise.

1. Bordetella pertussis et le genrdBordetella

C’est en 1906 que Bordet et Gengou ont pour la j@renfiois isolé la bactérie responsable de
la coqueluche, a partir d’expectorations d’'un nigeon. La bactérie a pu étre cultivée sur un
milieu agar contenant du sang (milieu de Bordetgden encore utilisé aujourd’hui avec
guelques différences) et premierement nonttaémophilus pertussis ou Bacillus pertussis
avant d’étre renommBordetella pertussis en hommage a Jules Bordet par Moreno Lopez qui
décrit le genrdordetella dans les années 1950 (Moreno Lopez, 1954).

Le genre Bordetella comprend aujourd’hui neuf especes distinctesParmi elles,B.
pertussis, B. parapertussis et B. bronchiseptica sont trés proches génétiquement, dérivant
d’'un ancétre commun, et considérées comme desesp@ses (Park et al., 2012). Ces deux
dernieres furent identifiées quelques temps aprg®rtussis dans les années 30 (Eldering
and Kendrick, 1937). Elles sont capables d'infe€tdomme mais les symptdbmes semblent
moins séveres. ContrairementBa pertussis, B. parapertussis est aussi retrouvée chez le
mouton etB. bronchiseptica peut infecter de nombreux mammiféres. On cite liégment
ces 3 espéces comme formant le « compbegechiseptica ».

Les autres espéces ont été isolées plus récemBdiotmesii, B. trematum et B. ansorpii ont

été retrouvées dans des infections humaiBeavium et B. hinzii ont été décrites dans des
infections chez l'oiseau. EnfinB. petrii est une bactérie environnementale isolée d’un
bioréacteur anaérobie (Gerlach et al., 2001; Gebas, 2010).



Ces bactéries sont des petiacilles a Gram négatif, de la classe dgbsprotéobactéries
dans l'ordre de®Burkholderiales et de la famille dedlcaligenaceae. Ce sont des bactéries
aérobies strictes a I'exception Bepetrii, la plus éloignée phylogénétiguement, bien que des
réminiscences des genes nécessaires a la vie himagoent encore présentes sur le génome
deB. bronchiseptica par exemple (Gross et al., 2008).

2. Traitement, prévention et épidémiologie

bY

B. pertussis est sensible a plusieurs antibiotigues, notamm&rythromycine. Cet
antibiotique est généralement utilisé afin de rédla durée de la maladie et prévenir la
contagion. Cependant, le traitement devient inafféc s’il est administré au-dela d’'une
semaine aprés 'apparition de la maladie et doricé&de administré rapidement. Il peut étre
utilisé en prophylaxie par I'entourage afin de riéglles risques de transmission (Sinha and
Heath, 2005).

La meilleure des prophylaxies restant la vaccimatifférents vaccins ont été développés
pour se prémunir de la coqueluche et sont utild#ss le monde. Ainsi sont utilisés des
vaccins a germes entiers et des vaccins acellslaire

Les vaccins a germes entiers ont été les premtiises et le sont encore dans des pays en
développement vu leur faible codt. Il s’agit de thaes issues de culturés vitro
standardisées qui sont ensuite inactivées parchiamique ou thermique avant administration
avec un adjuvant.

Les vaccins acellulaires, utilisés dans de nombpays industrialisés, comportent différentes
protéines antigéniques liées a la virulence de datdrie. On y retrouve généralement
’hémagglutinine filamenteuse et la toxine pertgasi inactivée (cf. I.A.4. Facteurs de
virulence), mais parfois d’autres antigenes (Laoid Mielcarek, 2012).

Malgré une bonne couverture vaccinalg€83% estimés en 2011), l'incidence de la maladie
semble relativement stable au niveau mondial (20iers de déces pour plus de 30 millions
de cas estimés en 2008 par I'OMS, fig. 1). Cependdans les pays industrialisés ou la
vaccination est depuis longtemps en vigueur, note une certaine résurgence de la
maladie, comme aux Etats-Unis (recensée par le CDC, «€dat Disease Control and
Prevention ») et en France (surveillance par dssa¥ comme « Renacoq », Guiso et al.,
2011).

Le seul réservoir connu deB. pertussisest 'lHomme Elle est trés contagieuse et capable
d’infecter un individu immunocompétent, mais savgéa est surtout mesurée chézs
nourrissons, qui représentent la population la plus a risquele programme vaccinal se
terminant vers I'age de 6 mois. Ainsi une nouvsli@tégie de vaccins vivants atténués qui
seraient administrés a la naissance est a I'eMdddcarek et al., 2006a). De plus, 'immunité
induite par les vaccins (comme celle induite panédadie, mais qui serait tout de méme plus
forte) s’estompe au cours du temps, avec une cegmée d’'une dizaine d’années. Ce sont
les adultes qui sont le plus grand réservoir, asgugnviron 80% de la transmission de la
maladie.
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3. Pathogénie de la coqueluche

La maladie se déroule suivant un cycle particuli
Tout d’abord la contamination se fait par aérosol @\
contact d’une personne infectée. La bactérie vesa b
coloniser I'épithélium du tractus respiratoireé
supérieur, la trachée et les bronches particuliérgm
au niveau de cellules ciliées, grace a ses facwairs s
virulence de type adhésines (fig. 2). La coIoni;Bati._
est accentuée lors dgyndrome infectieux les
bactéries se répliquent activement au niveau de
épithélium. Suite a cette multiplication intensives Ffigure 2 Image recomposée de microscopie
. L. . , s électronique. Bordetella pertussis infectant des cellules
toxines de la bactérie entrent en Jeu et geNerN,jjizes. Copyright © 2004 Pearson Education, Inc.,
syndrome toxinique au cours duquel I'épithéliuneenjamin Cummings
cilié est détruit (Hewlett, 1997).

Les symptoémes engendrés par la maladie suivers tatns phases :

* La phase catarrhale commence généralement 4 a 10 jours apres infeetigpeut
s’étendre sur 2 semaines. Elle ressemble tout tdadain rhume mais, durant cette phase, les
symptémes empirent au cours du temps. On peut mo¢stntrouver de la fievre en réaction a
linflammation locale, et il y a hypersécrétion deicus générant la toux pour qu’il soit
éliminé avec des débris tissulaires et des bastétimst donc au cours de cette phase que la
contagion devient possible. Le traitement doit @deninistré durant cette phase pour étre
efficace et en son absence la phase suivante tteirdea

» La phase paroxystiqueva durer de 1 a 4 semaines. Pendant cette phasaxiast
encore plus présente, se présentant sous forme udges) de toux spasmodiques
accompagnées d’'une forte sécrétion de mucus eligdguent de vomissements. Le « chant



du cog » est la toux caractéristique de la phasexgstique mais ne se retrouve généralement
pas chez l'adulte. Des complications peuvent surveorant cette phase comme des
infections bactériennes secondaires. Dans lesesgdus graves, la mort peut survenir suite a
ces complications, essentiellement chez les ncoms

 La phase de convalescencqui peut durer plusieurs semaines correspond a la
diminution progressive des symptomes. L’hyperlyngptiose qui a pu étre observée dans la
phase précédente se normalise mais souvent degion respiratoires secondaires sont
constatées. En absence de traitement une toux gEmhepersister plusieurs mois chez
I'adulte qui peut alors devenir un réservoir Bepertussis pour son entourage (Gregory,
2006).

Nous avons ainsi vu la pathogénieRigertussis qui n’infecte que les hotes humains. Notons
tout de méme importance vétérinaire du genreBordetella particulierement au travers du
pathogéne a large spectre d’hé®sbronchiseptica, responsable d’infections chroniques
comme la rhinite du porc qui peut étre problématgidans les élevages ou encore la « toux du
chenil » chez le chien (Gerlach et al., 2001).

B. Facteurs de virulence

La pathogénie de la bactérie est intimement liéa eapacité de synthése d’'un grand nombre
de facteurs de virulence, largement divisés en sidég et toxines (Locht et al., 2001), que
nous allons décrire ici. Il existe d’autres effectede la virulence, notamment un systeme de
sécrétion de type 3 dont la fonction chH&zpertussis est mal caractérisée, qui ne seront pas
présentés ici.

1. Adhésines

Il existe plusieurs types d’adhésineBepertussis est capable de synthétiser plusieurs d’entre
elles, ainsi nous verrons brievement certainesetlescprésentes ch& pertussis.

* L’hémagglutinine filamenteuse (FHA) est l'adhésine
majoritaire deB. pertussis et est donc toujours utilisée dans le vaccin
acellulaire. Elle permet, entre autres, a la bactée coloniser les
cellules épithéliales ciliées grace a un domaineedennaissance de
glucides (Prasad et al., 1993) ainsi qu'en ayaetaartaine affinité
pour les glycosaminoglycanes sulfatés, comme I'iH@paprésents
a la surface des cellules épithéliales et dansaksice extracellulaire
(Hannah et al., 1994). La FHA est aussi capabletetragir avec les
intégrines via un motif RGD (Relman et al., 1998)le posséde
aussi des propriétés d’immuno-modulation complgkesht et al., , o
2001) que nous ne discuterons pas. Elle a aussiéétite comme - ° “FPresmeon e
intervenant dans la formation de biofilms par iat#ions bactérie-repliement béta caractéristique
bactérie (et ainsi impliquée dans I'auto-agrégatien bactérie- (©¢¢PPE: 1RWR)
substrat (Serra et al., 2011).




La FHA est une grande protéine, sa forme mature’eatiron 220 kDa. Elle se replie sous
une forme d’hélice béta allongée (fig. 3). Elle pgse en charge par le systéeme de sécrétion
sec afin d’étre dirigée dans le périplasme d’oa sélra sécrétée vers le milieu extérieur par le
transporteur FhaC, un des prototypes de la supiidanes transporteurs Omp85-TpsB
(«Outer Membrane Protein - Two-Partner SecretioiCigntin et al., 2007). Aprés sa
maturation par une protéase spécifique, SphB1 re#lie partiellement, associée a la surface
bactérienne ou est relarguée dans le milieu exiudaiee (Coutte et al., 2001).

e Les fimbriae (Fim) aussi nommés pili ou agglutinogénes sont de lengtreictures
filamenteuses. CheB. pertussis, il existe 2 protéines majeures Fim2 et Fim3 qomts
accompagneées d’'une méme sous-unité mineure FimbDlaawonstruction du pilus. lls sont
capables de lier I'héparine et ainsi jouent un rhéi@ortant dans 'adhérence aux cellules
épithéliales en coopération avec la FHA (Geuijenalet 1998; Mooi et al.,, 1992). Les
protéines Fim2 et Fim3 sont parfois présentes angaccins acellulaires.

* La pertactine (PRN) est une protéine de la famille des auto-transprstdtlle permet
'adhésion aux intégrines, notamment des cellupgthéliales, par I'intermédiaire d’'un motif
RGD, et serait impliquée dans la résistance awtroghiles (Inatsuka et al., 2010). La
pertactine peut étre associée aux vaccins ace#alai

» Le facteur de colonisation trachéale (Tcf)fait aussi partie de la famille des auto-
transporteurs et peut se retrouver associé a lgrmou étre relargué dans le milieu
extracellulaire. Il est spécifique dB. pertussis et est impliqué, sans surprise, dans la

colonisation de la trachée (Finn and Stevens, 1995)

2. Toxines
Diverses toxines sont synthétiséesBgpertussis et seront exemplifiées ici.

* Le lipopolysaccharide (LPS) aussi nomm&ndotoxing
est une structureommune aux bactéries a Gram négatiincrée
dans leur membrane externe. Grossierement, le ER®m®pose
d’'une partie hydrophobe (le lipide A), et d’une tgahydrophile,
polysaccharidiqgue, composée d’'un noyau (core) duspigreffe
'antigéne O (fig. 4). Le lipide A représente larfpa toxique et
n'est normalement relargué en quantité que lorsladdyse
bactérienne. Il a été montré que cBepertussis le LPS agiten
collaboration avec la toxine cytotrachéale (Tueat al., 1997). PO
Le LPS peut étre modifié entre les phases de vicaelechezB. ;
bronchiseptica et B. parapertussis au moins au niveau de
'antigéne O qui n’est ainsi produit qu’en phasavitulence (Cummings et al., 2006).

Figure 4
Représentation
schématique de
la structure du
LPS. Source :
http://en.wikipe
dia.org/wiki/Lip
Oantigen  opolysaccharide

Outer Core

Inner Core

« La toxine cytotrachéale (TCT) est en fait un glycopeptide provenant de la
dégradation du peptidoglycane. CH&zpertussis, le transporteur AmpG est inefficace dans



son recyclage et ainsi la TCT est relarguée (Miekaet al., 2006b). Elle provoque la
destruction des cellules ciliées et empéche lepargdion, entravant ainsi I'élimination du
mucus (Cookson et al., 1989).

* La toxine pertussique(PTX) est la toxine d@. pertussis la plus importante du point
de vue immunitaire et est donc partie intégrantevatcin acellulaire sous forme détoxifiée
(génétiguement par substitutions des résidus d¢mpabs, par la chaleur ou par voie
chimique). Elle va entrainer des perturbations alsijnalisation dans de nombreux types
cellulaires chez I'hdte causant de nombreux traubsystémiques (hyperinsulinémie,
lymphocytose...). Ces troubles sont liés a sorvigetd’ ADP-ribosylation de protéines G
trimériques. En effet, elle entraine une perte’idaibition de I'activité adénylate cyclase ce
qui génére une augmentation de la concentratioraceliulaire en AMP cyclique, un

important messager dans la signalisation cellufdioeht et al., 2011).

La PTX est une toxine soluble trées complexe
composée de 5 sous-unités distinctes nommeées de
S1 a S5 par ordre de grandeur. La structure de la
protéine (code PDB: 1PRT) révele une forme
pyramidale et la présence de 2 sous-unités S4 dans
la toxine complete. La sous-unité S1 forme le -
sommet de la pyramide et possede [lactivite LAS
d’ADP-ribosylation (fig. 5). Cette toxine serait: YL
assemblée dans le périplasme aprés transport par’
le Systéme sec et sécrétée sous sa forme comfFigure 5 Vue de face de la toxine pertussique (code

. . N , ... _pdb:1BCP). Sont figurés en rouge la sous-unité S1, en
par la machinerie Ptl, un systeme de sécrétion

vert S2, en cyan S3, en bleu les deux sous-unités S4 et

type IV (Locht et al., 2011). en violet S5.

Des souches ayant une expression accrue de laeterimt associées a la résurgence de la
maladie en Europe et en Amérigue (Mooi, 2009).

» L’adénylate cyclase / hémolysindCyaA ou ACT) va pouvoir elle aussi influer sur
les voies de signalisation des cellules hétes padyction d’AMP cyclique. Elle posséde
dans sa partie N-terminale le domaine catalytiggénglate cyclase dont I'activité est tres
fortement accrue par la calmoduline (fig. 6, Gualet 2005). Sa partie C-terminale définit
quant a elle un domaine permettant la translocatiodomaine catalytique au travers d’'une
membrane plasmique. Ce domaine forme ainsi des gprevont mener a la lyse cellulaire
(Basler et al., 2006; Ladant and Ullmann, 1993).

démontré que la séparation en fragments
domaine catalytique de CyaA (fig. 6) empéche son
activité en absence de calmoduline. L'implication
de 'AMP cycligue comme second messager, ’ . . _
permettant I'activation de la transcription de gi‘en:'f:r::lafe f:;;zeg;:zi:o: N ngmalg'gnc:ﬁax;?::
spécifigues chez les procaryotes, a pPermis de bleus, représentant les fragments séparables. La

calmoduline est représentée en vert.



création d’'un systeme original de double hydrideté@gen permettant d’identifier des
interactions entre deux partenaires protéiquesirtiara et al., 1998).

* Latoxine dermonécrotique(DNT) est une protéine cytoplasmique, sans doute
libérée uniqguement lors de la lyse bactérienndgpet le réle dans la pathogénie reste mal
défini. Cependant, elle est Iétale chez la sonjectée sous forme purifiée et serait capable de
modifier la petite GTPase Rho par déamination dygmoination rendant son activité
constitutive (Locht et al., 2001).

Ces facteurs de virulence sont en réalité majoenaént conservés au sein du genre
Bordetella, particulierement au sein du compléxenchiseptica hormis la toxine pertussique
et le facteur de colonisation trachéale, spéciqa®. pertussis (Gross et al., 2010). Leur
expression est sous la dépendance d'un régulagsurat de virulence, le systeme a deux
composants BvgAS (fig. 7).
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Figure 7 Représentation schématique d’une cellule de B. pertussis avec ces différents facteurs de virulence dont la
synthése est sous la dépendance de I'activité du systéeme a deux composants BvgAS. Tiré de Locht et al., 2001.

Ce systeme a deux composants va particulieremeamd maéresser étant donné son réle
primordial dans la régulation de la virulence Riepertussis. Ainsi nous verrons d’abord ce

gue sont les systemes a deux composants au trdeeagénéralités et d’exemples avant de
faire le point des connaissances actuelles disfgmgur ce systeme particulier qu’est BvgAS.



I1. Régulation génétique et systemes a deux composants

Afin de s’adapter a leur environnement, les bagsédnt di mettre en ceuvre des systemes
permettant la régulation de I'expression de leutémal génétique. En effet, les conditions
environnementales vont varier et ainsi le métabwisde la bactérie doit s’adapter pour
permettre sa survie. De plus, la synthése protégue colt énergétique élevé et il est donc
préférable de n’exprimer que ce qui est utile @widadans le milieu environnant, qu’il s’agisse
d’adaptation aux nutriments pour une meilleureisstilon, de facteurs permettant une
meilleure colonisation de I'environnement ou enaame résistance a divers stress rencontreés.
Ainsi il est nécessaire a la bactérie de pouvopercevoir des stimuli particuliers qui
refletent les conditions extérieures de transmettre ces signauyour qu’ils puissent étre
interprétés au niveau geéneétiqueparticulierement, mais aussi au niveau comportéshen
comme dans le cas de la chimiotaxie.

A. Les systémes a deux composants

La régulation génétique se fait au travers de msows complexes. Les trois classes
majoritaires de systemes intervenant dans cettalaign sont les facteurs sigma, les
systemes a un composant et les systemes a deuxosami®, qui vont nous intéresser
particulierement ici.

1. Autres régulateurs génétiques

Commencons donc par voir tres sommairement lesregst de régulation autres que les
systemes a deux composants employés par les leactéri

a. Facteurs sigma

Les facteurs sigma sont en réalité des sous-upit#giques de 'ARN polymérase et vont

ainsi permettre la transcription des genes néeeddur présence spécifique. Cette propriété
fait d’eux les régulateurs majeurs de I'expresgiénétique chez les procaryotes. Ainsi, ils
vont étre impliqués dans la régulation de nombnetocessus, et la virulence est aussi 'un
d’entre eux (Wilson, 2002). lls peuvent étre comptea des facteurs « anti-sigma » qui les
séquestrent en attente du signal libérateur adéquat

b. Systemes a un composant

Les systémes a un composant sont des protéinddesylaontenant généralement un domaine
senseur (de petites molécules) directement lié @amaine effecteur, le plus souvent un
domaine de liaison de ’ADN. Ces systemes sonplies répandus chez les procaryotes ou ils
assurent la majorité de la transduction de signalizeau cytoplasmique. Certains systemes a
deux composants sont aussi entierement cytoplagsionais ils représentent moins de 20%
de cette famille de systemes (Ulrich et al., 2005).



2. Que sont les systemes a deux composants ?

Comme leur nom l'indiqudes systémes a deux composants sont des systemgsiguant
deux partenaires protéigues Le premier este capteur qui va permettre la captation des
signaux au travers d’un domaine senseur et lensdraction grace a un domaine Histidine-
Kinase (HK) qui va s’autophosphoryler dans des tmns$ activatrices. Le second ast
régulateur de réponse possédant typiguement un domaine receveur pouédrg
phosphorylé et qui va réguler la capacité de forati 'ADN de son second domaine, souvent
de type Hélice-Tour-Hélice (HTH, Stock et al., 20@uichet et al., 2010).

On retrouve ce type de systemes dans
tous les régnes du vivant hormis chez g
les animaux, ce qui en fait urEble ofertommemmediihessmset dromescmsmnssentrosscases
thérapeutique potentielledans la lutte AL BRI UL AL ALULALLUANLL B ALY i
contre les infections bactériennes ou ils
sont particulierement bien représentés,
soit environ 1% des protéines encodées
(Casino et al., 2010; West and Stock,
2001). Au vu de la grande variété de ces
systemes, et de leurs régulons associés
au travers de I'ensemble des procaryotes
notamment, il est impossible d’étre
exhaustif sur leurs capacités. Nous == Differential gene expression
illustrerons donc ici en partie la VariéJ[I;{igure 8 Représentation schématique de Iorganisation des
de ces systémes a deux composantsScapteurs de systémes a deux composants. A: la perception
avers de la composition, l'architectur® (P =ieue 8¢ s peceoten mebranare < € 1
et I'espace de perception du capteu..

Ainsi, les systemes a deux composants permettentpdeception dans différents
compartiments : le cytoplasme, la membrane et leunextracytoplasmique (Fig. 8, Cheung
and Hendrickson, 2010; Mascher et al., 2006). Enfious décrirons brievement les
régulateurs de réponse associés.

a. Perception cytoplasmique

Il existe divers senseurs cytoplasmiquesouvant étre liés a des histidine-kinases. Dans ce
cas, le capteur-kinase peut étre entierement @gopfue ou lié a la membrane par un ou
plusieurs segments transmembranaires (Mascher.,e2046). Des domaines de la famille
GAF (phosphodiestérases spécifigue du GMPc, Adényattase et FhlA) ainsi qudes
phytochromespeuvent étre présents dans ces capteurs. Onyssitratrouvedes domaines

de la superfamille PAS que nous verrons en partie V et dont les mécamistagerception
cytoplasmique ne seront pas détaillés ici. On veoparfois tous ces types de domaines
combinés (Cheung and Hendrickson, 2010). Ainsidmesaines vont permettre la perception
de nombreux signaux différents, comtadumiere, I'oxygene, le potentiel rédox, de pets
moléculessouvent liees au métabolisme (Krell et al., 20d8scher et al., 2006)...



De facon intéressante, on retrouve aussi, au niggaplasmique de certains capteurs-kinases
liés a la membranaeles domaines HAMP(un type de domaine protéique souvent associé a
des Histidine-kinases (HKs), des Adénylates cyslades protéines accepteuses de Méthyl et
des Phosphatases). Cependant, ces domaines rense@s liés a la perception de signaux
mais plutét a latransduction du signal provenant d’autres domaines de perception vers
I'histidine-kinase (Parkinson, 2010).

b. Perception membranaire

Certains capteurs-kinases possedentddesaines transmembranaires de perceptianll en
existe une grande variégossédant de deux a vingt segments transmembraneg Ils vont
permettre de répondre a des stimuli différents cenfentempérature, la pression de
turgescence ou d’autres stress liés a I'enveloppbactérienne (Mascher et al., 2006). Un
exemple intéressant est celui du capteur-kinas& DleB. subtilis qui permet la perception
des basses températures en « mesurant » I'épadsdéarmembrane. Cette protéine contient
normalement cinq segments transmembranaires masyatéme minimal contenant un seul
segment peut étre fonctionnel (Cybulski et al., 0BvgS étant sensible a la température
comme nous le verrons ensuite, on ne peut exclueecgtte sensibilité pourrait suivre les
mémes modalités.

c. Perception extracytoplasmique

Différents domaines protéiques sont associés auxnkisespour permettre la perception
dans cet espace. On peut notamment digerdomaines de type VFRuxquels la partie IV
est dédiée odes domaines PASuxquels la partie V est consacrée. Cependart §agit
pas des seuls types de domaines que I'on peutvetralans cet espace de perception, ainsi
d’autres petits domaines permettent la perceptidraeytoplasmique, donles domaines
entierement en hélices alphaou encore de petits domaines globulaires, voirebdesles
extracytoplasmiques reliant deux segments transmasralves (Mascher et al., 2006).

Ainsi nous verrons les exemples des systemes T@&S£edant un domaine en hélices alpha,
et PhoPQ ayant un domaine PAS périplasmique, E&mges possédant des domaines VFT
étant traités dans une partie ultérieure (IV.B%)a.

1) PhoPQ

Le systeme a deux composants PhoPQ existe dansyshigespeces bactériennes a Gram
négatif, pathogénes ou noBe systéme permet une réponse adaptative dans unliei
carencé en magnésiumCependant, la composition de son régulon va wvanefonction de
'espece a laquelle il appartient. En effet, 'addijon aux conditions environnementales doit
aussi refléter le mode de vie de la bactérie, angie une bactérie non pathogéne comme
certainsk. coli et une bactérie pathogéne proche consaienonella typhimurium (Wilson,
2002), une carence en magnésium n’a pas la mémiécatjon. En effet, chez le pathogéne,
cette carence indique I'entrée dans un milieu califalaire chez I'héte et va donc contribuer a
'induction de I'expression de genes impliqués dinsirulence. Ainsi, le régulon entre ces
especes est trés différent et seulement quelques gent communs (Monsieurs et al., 2005).
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PhoQ est un régulateur de réponse classiqueetivant le régulon une fois phosphorylé par
PhoP, le capteur-kinasehoP se compose d’un domaine PAS périplasmigpossédant de
petites extensions N- et C-terminales) précédéiiet par des hélices transmembranaires
puis un domaine HAMP et enfin une histidine-kinase (Goldberg et al., 2010). C’est le
domaine PAS périplasmique qui va conférer la sdiéil la concentration en magnésium en
interagissant avec ces cations divalents. Celpessede une surface acide conservée orientée
vers la membrane qui est capable de maintenir otegaction avec les tétes polaires de
lipides chargées négativement par I'intermédiagecdtions métalliques (Cho et al., 2006).
Ainsi I'absence de ces cations entrainerait unailsggn entre cette surface acide et les
lipides, générant un changement conformationnehpttant I'activation de la kinase. Notons
gue le segment transmembranaire a un réle clé ldatransmission de signal du domaine
PAS vers le domaine HAMP, probablement en relayaet différence de tension, et ainsi sa
composition est importante (Goldberg et al., 2010).

ChezS. typhimurium, le systeme PhoPQ dsipliqué dans la i Mg?* or Ca?*
régulation de la virulence et régule, entre autres, la _w_ﬁ
modification du lipide A et la résistance aux pées ity RePreseed state
antimicrobiens. Ainsi il a été démontré qu’il étaussi °

capable de répondre a la présence dees peptides

antimicrobiens. Ces derniers vont provoquer un déplacement e g

peptides
L]

des cations en venant s’insérer a leur place agissanme un =g
levier et mimant I'absence de cations (fig. 9, Mueescet al., '
2006). Chez un autre pathogéen&dwardsiella tarda
notamment responsable de septicémies chez I'Homme,
’lhomologue du systéme est aussi impliqué dangdalation . &
de la virulence. A l'instar des autres systemesdiogues, il :
permet la perception du magnésium pour réagir acanence i !
mais dans ce systeme il a été démontré lguempérature g .
est aussi percuegpour permettre I'activation du systeme. La
température est un facteur important de régulagioar |1a rigure 9 Représentation schématique
survie et la pathogénie, par exemple la températmgorelle du mécanisme d'activation du systeme
de I'hdte est généralement en adéquation avecplacia de ﬁZ;’Z‘jesd:nﬁf;,icﬁf,’i,’i’;’:: rgi’”mé‘f;‘,j,i;f::
synthése maximale de certains facteurs de virulehiosi, il reflete aussi 'activation en absence de
semble normal que la température puisse étre p@mudes <o 1€ e Mascher etal, 2006,

systemes de régulation de la virulence (Chakraleirsy., 2010).

Activated state

‘p

2) TorRS

Le systeme a deux composaitsRS est impliqgué dans la régulation de la réponsau
triméthylamine N-oxyde (TMAO). Le TMAO est un composé chimique utiliséngéalement
dans les organismes aquatiques comme osmorégul#itest aussi souvent utilisé comme
accepteur terminal d’électrons de la chaine repieaen conditions anaérobies. Chezoli

ou Vibrio parahaemolyticus par exemple,l va permettre la régulation de l'opéron
torCAD . Ainsi, lorsque le régulateur de réponse TorRpassphorylé, les protéines TorC, un
cytochrome de type ¢, TorA, une réductase temidaleTMAO, et TorD, une chaperone

11



spécifiqgue de TorA, sont produites et permettentélduction du TMAO et finalement son
utilisation comme accepteur d’électrons (Moore Heddrickson, 2009).

Une caractéristique intéressante de ce systenggidstonsiste en fait en trois composants
faisant intervenir en susun domaine VFT (de type 1, cf. IV.A.1.), TorT, capable de lier le
TMAO et indispensable au fonctionnement du systgruesque son absence rend le systeme
inactif. En effet, apres liaison du TMAO, TorT veo& une meilleure capacité d’interaction
avec le domaine périplasmique de TorS et serast e#sponsable de modification structurale
induisant I'activation du systeme. Ce domaine VR pas été décrit comme impliqué dans le
transport (Baraquet et al., 2006).

Le domaine périplasmique de TorS est aussi pasdicul s’agit d’'un domaine entierement en
hélices alpha formant des paquets de quatre hélgaegsopologie dans la région précédant
immédiatement la membrane est semblable a celdod®ines senseurs d’autres protéines
d’E. coli comme NarX (un senseur a nitrate) ou Tar (récepéed’aspartate dans la
chimiotaxie) mais avec un paquet d’hélices suppléaiees formant la zone d’arrimage de
TorT (Moore and Hendrickson, 2009).

Dans le cas de TorS, cest la_
conformation du VFT (ligandé ou Q‘\
qui va induire les changements §pX¥Q
conformationnels. En effet, le domaine § '
périplasmique de TorS en interactio
avec TorT va former un hétérotétramere
(un dimére de TorS associé a deux
molécules de TorT, fig. 10). Ainsi, le
changement conformationnel induit par la
liaison du TMAO par TorT sera répercuté
au niveau de TorS. Ce Changemeaéure 10 Représentation du domaine périplasmique de TorS
conformationnel induit une transitiorde v. parahaemolyticus (en bleu) en interaction avec TorT (en
entre une conformation asymétrique ((rn?:;grge Zoeuioza:elf::r:f)r:;:enntzgfensdiforf(c)?r:j:re:Ddﬁs:ti:Sc:.l).Urlr-:
absence de TMAO) vers UNirotation de 90° est présente entre les 2 images.

conformation symétriqgue (en présence de TMAO) dmaloe périplasmique de TorS. La
symétrie permettrait donc une activité de phosghtion tandis que I'asymétrie permettrait
une activité phosphatase de I'histidine-kinase. n@&anisme pourrait étre commun a de

nombreux capteurs-kinases (Moore and HendricksoiR )2

d. Multiplicité de la perception

Evidemment]es différentes zones de perception de signadgcrites precédemmeng sont
pas exclusiveset ainsi de nombreux capteurs-kinases possedesiepts domaines de
perceptions dans des compartiments différents. Bag$artie de cette catégorie, possédant
trois domaines putatifs de perception, deux donsajpériplasmiques de type VFT et un
domaine cytoplasmique de type PAS, reliés par gmsat transmembranaire qui pourrait lui
aussi percevoir des signaux relatifs a la membfanenme la température) bien qu’il ne
s’agisse que de spéculations. L'exemple de Bvg®mst'étre unique, en effet il existe toute
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une famille de capteurs de ce type (cf. IV.B.5.a@)tre cette famille, d’autres exemples
existent mais ne seront pas discutés ici au veuediversite.

e. Régulateurs de réponse

Les régulateurs de réponses (RR) sont typiquement
composés d’'un domaine receveur phosphorylable suid'un
domaine de liaison & I'’ADN lIs ont une structure trés conservee y—
de type fa)s ou chaque brin béta est suivi d'une hélice e
s’organisent ainsi autour d’un feuillet beta paalallcentral de
cing brins entourés de cing hélices alpha (fig. 14)sont partie
intégrante du régulateur de réponse mais dansireertas ils
sont aussi directement associés a un capteur kmageesents
seuls sous forme soluble (Bourret, 2010).

Figure 11 Représentation d’un
La phosphorylation du domaine receveur va entrainerun domaine receveur classique (code
) . . PDB : 2R25). L’hélice alpha 1 est a
réarrangement structural qui va permettre la fonction dugroite.
régulateur de réponse, par exemple eermettant la
dimérisation mais particulierementa fixation de I'ADN

(Bourret, 2010; Foussard et al., 2001).

Il existe une spécificité d’interactions entre égulateur de réponse et le domaine qui va lui
transférer le groupement phosphate ce qui va paerdéviter au maximum les interférences
entre systemes indépendants, un point sur lequed neviendrons (cf. 11.B.3.Transfert de

phosphate, Szurmant and Hoch, 2010).

3. Des systemes a deux composants... et plus

Nous avons donc vu que les systémes a deux contpgsammettent la transduction d’'un
grand nombre de signaux en ayant recruté des demairotéiques variés permettant leur
perception.La régulation de l'activité kinase va alors dépende de ces domaines de
perception, mais d’'autres systemes ou des protéinascessoires peuvent aussi intervenir
(Goulian, 2010), notamment des phosphatases (Sihrdr, 2010) a l'instar de SixA, une
phosphatase spécifique de ArcB dont des homologaeretrouvent dans de nombreuses
bactéries (Krell et al., 2010; Malpica et al.,, 2D0®e mémeil peut y avoir une
interconnexion entre des systemes a deux composargs des systemes de transport
(Tetsch and Jung, 2009), un exemple frappant dst de régulon phosphate ché&z coli
dans lequel la régulation des différents genesédulon est liée a I'activité du transporteur
(Hsieh and Wanner, 2010) et nous reviendrons hmew sur cette particularité dans une
partie ultérieure (IV.B.5.a.1).

D’un autre co6téde nombreux systémes différents peuvent étre prédsnau sein d’'une
cellule et ainsi il existe une spécificité entre ugapteur particulier et le régulateur de
réponse qui lui est associ€Szurmant and Hoch, 2010). Cependdrmxiste des interactions
entre plusieurs systemesomme des kinases phosphorylant plusieurs régusatieuréponse,
un méme régulateur de réponse phosphorylé parephsskinases... Ces interférences entre

13



systemesont des éléments de régulation possibles dans igmnalisation cellulaire parfois
nécessaires, parfois accessoires, ce qui défifiédreintes catégories d’interconnexion entre
systemes (Laub and Goulian, 2007). Il est possdi&in régulateur de réponse soit
phosphorylé par une kinase autre que celle quiesti normalement associée (avec une
cinétique tout de méme bien plus lente) et darasec’est I'activité phosphatase du domaine
kinase qui va permettre la déphosphorylation dwledgur et ainsi prévenir des erreurs de
signalisation (Podgornaia and Laub, 2013). Malgnéportance possible de ces mécanismes
et les exemples existants, nous ne les discut@amplus avant.

Ainsi, l'activité de I'histidine-kinase, régulée par les domaines de perception des pestéi
capteurs des systemes a deux composesitda clé de l'activité du systemen régulant la
phosphorylation du régulateur de réponse assoaas ldllons donc voir plus précisément ce
que sont les histidine-kinases et comment ellesmeient de modifier I'état de
phosphorylation dudit régulateur.

B. Les domaines Histidine-Kinase

L'activité des systemes a deux composants v Name b \
dépend du domaine enzymatique qui leur est Class1  [sensor —JINIEEAE-{ T
associé, [histidine-kinase Il existe deux PHip A SR R
architectures différentes d’histidine-kinases (HK),

dont les fonctions et les mécanismes de régulation H N GIFG2
sont distincts. Elles représentent ainsi les ctass&ss ! ELH. HEEEITH
1 (dont la kinase EnvZ H. coli est le prototype) ‘

et 2 (dont la kinase CheA E' coli est le rigure 12 Représentation schématique de Iorganisation
prototype) que nous allons vor ci (fg. 12, Dutes [iirekre: S soes L« % e ot
et al-: 1999)- Nous nous intéresserons ensuite et Hpt représentés dans la classe 1 ne sont pas toujours
mécanismes de transfert d'un groupem(présents. Les abréviations sont reprises dans le texte ci-

cpp 2 . es. Tiré de Dutta et al., 1999.
phosphate entre les différents partenaires. spres e de Tuta ete

R

1. Classe 1

La classe 1 des histidine-kinases est la plus coute. Elle se retrouve en majorité dans des
systémes homodimériques liés a la membrane, etomeaithe histidine-kinase de BvgS
appartient a cette classe d’ou son intérét paigicpbur notre étude. Ces domaines font donc
partie de protéines capteurs multi-domaines, etddesaines senseurs situés en position N-
terminale de la kinase vont réguler son activitét{®et al., 1999). Nous nous intéresserons a
cette régulation dans une partie ultérieure (V.Cransduction du signal vers la kinase) et ici
nous verrons les mécanismes de phosphorylatiomsetjues au fonctionnement de ces
domaines.
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a. Architecture

Les domaines Histidine-Kinase de la classe 1 omt taille d’environ 250 résidus et se
composent de deux sous-domaines de fonctions aessiiMarina et al., 2005):

- le domaine DHp (Dimérisation et Histidine phosphotransfert), quermet la
dimérisation et porte I'histidine phosphorylablesé compose de deux hélices alpha ét
a2) qui forment un paquet de quatre hélices ; litlise phosphorylable se trouve sur I'hélice
de la portion N-terminalen() et est normalement orientée vers le solvant.

- le domaine CA(Catalytic ATP-binding) qui est le domaine actd ghosphorylation
de l'histidine permettant la liaison de I'ATP. lkterepérable par la présence de motifs
conservés que sont les boites N, G1, F et G2
(Foussard et al.,, 2001). Il se replie de facon
particuliere, suivant un sandwich mix/p
comportant 5 brins béta et trois hélices alpha
aussi nommé «repliement Bergerat ». Cette

o il

structure s’apparente aux domaines de liaison de i
'ATP de la famille des ATPases et forme avec -
elle la superfamille GHKL (Casino et al., 2010;

Marina et al., 2005). DHp

Dans la classe 1 ces deux sous-domaines Figure 13 Représentation schématique de I'organisation

. .z de [histidine-kinase de type 1 de EnvZ. Chaque
dl.rectement relies par une boucle non StrUCtumonomt‘-:~re a sa propre couleur. Les abréviations sont
(flg 13, Dutta et aI., 1999; Stewart, 2010). reprises dans le texte. Tiré de Dutta et al., 1999.

b. Activité kinase et phosphatase

Afin gu’il puisse y avoir une réaction de phosphatipn, il est d’abord nécessaire que la
kinase forme un dimére Cette dimérisation se fait au niveau du domaikip Bomme nous
'avons vu précédemmenElle est permise par de larges zones d’interfacemtee les
hélices de ce domaind_es DHp des monomeres vont s’associer de sddenger un paquet

de quatre hélices stabilisé par des interactiotre eésidus conservés selon une alternance de
résidus hydrophobes enfouis dans l'interface (c€.V¥. Enroulement d’hélices) et de résidus
hydrophiles exposés mais permettant aussi la faomade ponts hydrogéene ou salins entre les
chaines (Marina et al., 2005). Les héliedsont aussi tendance a former un enroulement
d’hélices (« coiled-coil ») dimérique qui va pertnetentre autres le couplage aux domaines
en amont et nous y reviendrons dans une partisauté (V.C.3.).

La premiére étape dans la signalisation par les siggnes a deux composants est la
phosphorylation de l'histidine du domaine DHp Cette étape est rendue possible par la
proximité entre le domaine DHp et le domaine cai@ye au travers d’interactions situées
entre eux grace a des résidus particuliers du dwmatalytique particulierement au niveau
du site de fixation de I'ATP. Ainsi le groupementgsphatey de 'ATP va étre exposé et
proche de l'histidine du DHp qui va pouvoir I'atteay et ainsi étre phosphorylée. Le
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phosphate sera transféré trés rapidement au domegegeur associé (Casino et al., 2010;
Dago et al., 2012).

Dans de nombreuses kinases il a été démontriaqlresphorylation se fait en « trans xle
domaine catalytique d’'un monomére phosphoryle kEdte histidine de l'autre) maika
phosphorylation en « cis »(au sein d’'un méme monomere) existe dans certgsterses.
Les particularités amenant a ces deux procédéxeliffs sont mal comprises mais la longueur
et I'orientation de la connexion entre les domaiDéfp et CA semblent étre particulierement
importantes (Casino et al., 2010).

Le phosphate peut alors étre transféeré vers le temaceveur (cf. 111.B.3. Le transfert de
phosphate), qui est en contact avec le domainddinistkinase Le processus de
phosphorylation est dépendant de I'organisation reltive des domaines CA et DHPAInsi
selon leur conformation, il va pouvoir y avoir ppbsrylation de l'histidine du DHp et
transfert vers le domaine receveur, soit I'actikib@ase, ou déphosphorylation du domaine
receveur, soit l'activité phosphatase. Il ne s’agiinc pas d’'une déphosphorylation de
I'histidine du DHp, bien qu'une substitution de pésidu diminue la cinétigue de cette
réaction. Ces réactions de phosphorylation et daggtarylation sont différentes, et ne font
pas intervenir les mémes atomes. En effet la posittlative des domaines DHp et CA est
différente entre les deux états, et ainsi les dcsta entre différents résidus impliqués dans ces
réactions et leur exposition sont modifiées perametfun ou I'autre des mécanismes (Casino
et al., 2009, 2010). Ainsiyn mécanisme de rotation des hélices du domaine DHgst
envisagé comme permettant le passage entre les éifints états d’activité de la kinase
(fig. 14, Stewart, 2010).

Figure 14 Représentation
2. <~\\ schématique de la régulation de
) \ ATe Pactivité kinase par le

6‘ positionnement des hélices du DHp

5 S \ et [laccessibilité de [Ihistidine

" S @ phosphorylable. En rouge une surface

d’interaction du domaine DHp avec

2 &l le domaine CA permettant sa

= @ e séquestration. En jaune, surface

\ ) e permettant I'assemblage du site actif

‘o et la phosphorylation de I'histidine,

Kinase: Activité kinase, Pase:

A activité phosphatase. PTRase :

activité de phosphotransfert vers le
receveur. Tiré de Stewart, 2010.

Kinaseoff Kinase°n

PTRase°" / Paseon PTRase°ff / Paseoff

Current Opinion in Microbiology

La liaison du domaine receveur au domaine histidinkinase semble tres importante
dans l'activité kinase et est indissociable de l'tigité phosphatase Ces deux activités sont
complémentaires dans la régulation de I'activiteé@yulateur de réponse. Ainsi 'agencement
de la kinase et I'état phosphorylé ou non du domaateveur vont modifier les interactions
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entre ces domaines et en conséquence l'activitégluateur de réponse (Casino et al., 2010;
Kenney, 2010).

2. Classe 2

Cette classe d’histidine-kinases a été définie egré@ie prototype CheA dont il est le seul
représentant chez coli (Dutta et al., 1999). Ainsi les caractéristiquescdtte famille seront
définies au travers de CheA utilisé ici comme sxample.

a. Architecture

CheA a une architecture difféerente des histidime&es de type 1. En effet, elle peut étre
décomposée en cing sous-domaines :

- Le domaine Histidine Phosphotransfert(HPt), contenant 'histidine phosphorylable.

- Un domaine de liaison du substrat(S), permettant l'interaction avec les protéines
effectrices phosphorylables CheY et CheB.

- Un domaine de dimérisation(D), qui ne sert ici qu’a la dimérisation ne coraet pas
d’histidine phosphorylable.

- Le domaine catalytique(CA), permettant la fixation de I'ATP et la phogpyation.

- Un domaine régulateur (R), qui permet la liaison aux récepteurs de lanaitaxie
(Baker et al., 2005; Dutta et al., 1999; Mo et2012).

Figure 15 Représentation schématique
de I'organisation des domaines de CheA.
Chaque monomeére a sa propre couleur.
Les abréviations sont reprises dans le
texte. Tiré de Dutta et al., 1999.

b. Chimiotaxie

Les mécanismes de phosphorylation, et particuliengérieur régulation, sont différents entre
les domaines histidine-kinases de classe 1 et As Mous sommes intéressés a la classe 1
représentative du domaine HK de BvgS, mais nousegpass sous silence les mécanismes de
la classe 2. Cependant, la réponse comportementhlige par la phosphorylation de CheA a
éte trés largement étudiée et nous verrons brieveses bases ici.
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La chimiotaxie est le nom donné a la régulation déactivité des moteurs flagellaires
permettant a la bactérie de se mouvoir vers unremvement qui lui serait plus favorable en
réponse a des stimuli environnementaux particuliers

Il existe divers stimuli étant percus par des rémes de la
chimiotaxie, qui ont une composition en domainediqdiere

(fig. 16). Parmi ces stimuli, on peut citer lesded aminés
percus par Tar et Tsr, les dipeptides percus ppr [Ea sucres
percus par Trg, ou encore I'oxygene grace au réoeg@ter (cf.

V.B.3.a.), mais ces mécanismes de perception nentsgmas x
décrits ici. La régulation de I'activité de la ks@aCheA se fait
au travers de domaines de signalisation conseroésés

d’hélices alpha dans ces récepteurs. S

} Sensing
Periplasm Domain

Cytoplasm
N

HAMP
Domain

Ces cing récepteurs vont s’organiser dans de trésrands
complexes(fig. 17) dans lesquels interviennent six protéines

essentielles pour la chimiotaxie Il s’agit de CheA, CheW, l

,- A ignali
CheY, CheZz, CheR et CheB. Chacune de ces protainesrole ‘?.‘L‘;‘;:.',',‘g
particulier. A7
Comme nous l'avons vuCheA est une histidine-kinase qui Figure 16 Représentation

: o - hématique de Iorganisation d
peut phosphoryler Chey, I'effecteur qui va influer directemen == 8 o o o o
omaines d’un récepteur classique de

sur les moteurs flagellaires. A I'état phosphory@eY agit ia chimiotaxie. Tiré de Baker et al.,
comme un régulateur allostérique du moteur flagellat induit 2°°°

la rotation horaire des flagelles, qui ont normaatn une

rotation antihoraire. C’est la combinaison de cesivements entre les différents moteurs qui
va permettre le déplacement de la bactérie ennaltérles phases de nage («smooth-
swimming » ou « running », environ 20pum/sec, rotatantihoraire) et de «tumbling » (la
bactérie reste sur place, rotation horaire). Apeetsimbling la bactérie va de nouveau nager
mais dans une direction aléatoire. CheW est augsabte de se lier aux récepteurs de la
chimiotaxie et va ainsi permettre une régulatioakdivité kinase de CheA sur Chey.

Les trois autres protéines Che sont des enzymes p#rériques du systéme. CheZ est une
phosphatase associée aux complexes de signalisgtlerva accélérer la déphosphorylation
de CheYet est ainsi un élement régulateur. CheR et CheB regpectivement une méthyl-
transférase et une méthyl-esthérase qui agisserlesuécepteurs de la chimiotaxie. Elles
permettent ainsi un niveau de régulation suppléamenét une « mémoire » qui va modifier la
réponse a des stimuli subséquents. De plus, diapeture stochastique de leur activité, les
différents récepteurs auront une sensibilité diffiée entre deux bactéries, ce qui augmenterait
les chances de survie dans une population (Balkar, 2005). CheB, tout comme CheY, peut
étre phosphorylé par CheA. Ainsi, la phosphorylatide CheB est un mécanisme
supplémentaire de régulation et illustre la capadé phosphorylation de protéines distinctes
par une méme histidine-kinase (Baker et al., 2005).
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Figure 17 Représentation schématique de I'organisation polaire de grands complexes de signalisation de la chimiotaxie.
Les différentes protéines Che sont représentées avec leur lettre, P représente un groupement phosphate lié a une
protéine et Pi le phosphate inorganique libre. SAM représente la S-adénosyl-methionine (donneuse de méthyl) et CH30H
le méthanol relargué apreés estérification du groupement méthyl. Tiré de Baker et al., 2005.

3. Le transfert de phosphate

Le domaine histidine-kinase n’est pas directemetié rau domaine effecteur, ainsi il est
nécessaire que le groupement phosphate soit traneigu’au régulateur de réponse sur son
domaine receveur. La phosphorylation de l'histickiase se fait sur une histidine, et le
groupement phosphate pourra ensuite étre transidéréun résidu aspartate du domaine
receveurDans les histidine-kinases de classedui nous intéressent iate domaine peut
étre lié a la kinase ou isoléDans certains cas, le phosphorelais est plus lexpfaisant
intervenir un domaine receveur, puis un domaine Ig&it transférera finalement son
phosphate au domaine receveur du régulateur degépCeci se fait le long d’'une cascade
de phosphorylation qui impliquera successivement rasidu histidine (celui de la kinase)
puis un résidu aspartate (de domaine receveurpugeau un résidu histidine (du domaine
HPt) et enfin le résidu aspartate phosphorylabldatuaine receveur du régulateur de réponse
(fig. 18). Les capteur-kinases ayant des domaines phosphorylas au-dela de leur
histidine-kinase sont appelés « hybrides » ou « nanthodoxes »(Laub et al., 2007). BvgS
et ses homologues font partie de cette famille eleseurs, premiérement décrit dans le
systeme ArcAB cE. coli (Kwon et al., 2000).

H~P D~P H~P D~P
Kinase domain Receiver domain Histidine Response regulator

Hybrid histidine kinase phosphotransferase

Figure 18 Schéma de la cascade de phosphorylation partant d’une histidine kinase de capteur hybride. Le
domaine receveur et le domaine HPt sont présents dans les capteurs hybrides et donc absents dans de
nombreux systémes. lls peuvent étre tous deux liés au capteur-kinase ou libres. Tiré de Laub et al., 2007
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Il peut y avoir plusieurs dizaines de systémes a de composants au sein d’'une cellule
Ainsi il y a une nécessité de reconnaissance entre leffé@ients domainespour que la
cascade de phosphorylation ne soit pas interromjpreque les domaines sont associés dans
une méme protéine on peut imaginer que la proxiwitéétre maitresse dans la capacité
d’interaction entre domaines et en effet les réslinteractions entre la kinase et le receveur
sont moins sujets a la covariance (Townsend eR@ll?2). Cependant, lorsque ceux-ci sont
séparés, des motifs de reconnaissance sont néesssaidoivent étre conservés pour le
maintien de I'activité (Hoch, 2001).

Des structures de domaines histidine-kinases odtoétenues, co-cristallisés avec leur
domaine receveur associé, permettant de deéfinir zteges d’interactions. Des études
bioinformatiques de covariance ont aussi contridlg définition des interactions nécessaires
a la reconnaissance entre domaines et la spéeifdit transfert de phosphate. Ces
connaissances ont permis de modifier la spécifieidre domaines histidine-kinases et
receveurs de systémes a deux composants et dmegate la chimiotaxie prouvant ainsi leur
véracité (Bell et al., 2010; Skerker et al., 2008).

L’interface majoritaire se situe entre les héliegseta2 du domaine DHp. Les bouclfdo4

et B5a5 du receveur font partie de cette interface etrdsi&lus de cette zone doivent étre
conservés (ou les substitutions doivent étre cosgmspar d’autres dans le domaine kinase)
pour maintenir la spécificité d’interaction. Leslibés ol du DHp et du receveur sont en
contact et placées parallelement, ce qui est néicess la formation du complexe et au bon
positionnement relatif des domaines et particutiemet a la proximité des résidus histidine
donneur et aspartate receveur (Casino et al., 2@Dplus, ces domaines sont capables de
lier un ion métallique divalent (souvent R qui est nécessaire & la chimie du transfert de
phosphate, mais ceci ne sera pas détaillé ici (8gu010; Szurmant and Hoch, 2010).

Finalement, c’est la composition du domaine dediaia I’ADN qui va définir la capacité de
fixation du régulateur de réponse au niveau deesgmps spécifiques permettant la régulation
(souvent I'activation) de la transcription de Idannés (Bourret, 2010).
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III. Modulation et régulation de la virulence : le systeme BvgAS

Nous avons donc vu ce que sont les systemes acoeyxosants et ainsi nous pouvons Nous
pencher sur le systeme particulier BvgAS. Nousoresidonc les mécanismes impliqués dans
la régulation de la virulence chBordetella pertussis au travers du fonctionnement global de
ce systeme et en suivant le fil des connaissances.

A. Modulation de la virulence

Au début des travaux sl pertussis, et particulierement lors de la mise au point deeox

de culture permettant une bonne croissance dectérimen vue de la production de vaccins,
il a rapidement été observé que la bactérie épidilale de changer de phénotype. En effet, un
sérum permettant I'agglutination d& pertussis cultivée en milieu normal, était incapable
d’avoir le méme effet sur la bactérie cultivée danaméme milieu ou le chlorure de sodium
était remplacé par du sulfate de magnésium ou léamfieu normal a plus basse température
(25°C). Cette différence de phénotype est réversiblet donc une bactérie du mode C
(avirulent) subséquemment cultivée dans un milieamal retournera dans le mode X
(virulent) et inversement. Ainsi, le terme dwaodulation phénotypique (ou encore
modulation antigénique) a été proposeé pour calgetéce phénomene (Coote, 1991; Lacey,
1960).

1. Les modulateurs négatifs de la virulence

Alors que les mécanismes gouvernant cette moduolatiénotypique étaient encore inconnus,
Lacey s’est intéressé a déterminer des conditienmgitant ce changement (Lacey, 1960). Il
a alors nommé mode X la phase dans laqBelf#rtussis produit ses facteurs de virulence et
est donc agglutiné par le sérum susnommeé et mddepBase dans laquelk pertussis est
non agglutinable et ne produit pas ses facteussrdence mais un autre set d’antigenes. Il a
aussi pu mettre en évidence un mode |, dans ldguiehctérie reste agglutinable mais de
facon fortement diminuée par rapport au mode X. {0@s phases seront renommeées plus
tardBvg" (mode X, virulent), Bvg (mode I, intermédiaire) etBvg (mode C, avirulent) en
fonction du nom attribué au locus BvgAS, mais léedninants antigéniques de ces phases
sont évidemment les mémes et nous y reviendronstéCo991).

Différents selsont été utilisés dans le milieu de culture en Hacgment du NaCl afin de
déterminer lepotentiel de modulation « pro mode X » (pro-virulent) ou « pro mode C »
(pro-avirulent) de chaque ion qui le compose (1§, Lacey, 1960). En 1967, un nouveau
modulateur a été décrltacide nicotinique. Ce composé est utilisé en tant que vitamine dans
le milieu de culture et une augmentation de sa eutnation de I'ordre de cent fois rend la
bactérie avirulente (Pusztai and Jo0, 1967).

Ces travaux ont été complétés par Melton et Wass tes années 1990 afin de caractériser
d’autres modulateurs de la virulence chHgzpertussis a la lumiere des caractérisations
apportées au systeme durant ce laps de temps. @ésutes sont majoritairement des dérivés
de l'acide nicotinique et de l'acide benzoique .(§). Leur mode d’action reste inconnu,
mais il semblerait qu’une interaction de type cleacbarge entre les modulateurs et la portion
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périplasmique de BvgS soit importante pour la capate modulation (Melton and Weiss,

1993).
Modulating . :
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Figure 20 (A gauche) Diagramme du pouvoir modulateur de différents ions et
du sel résultant. Le positionnement des ions entre parenthéses est
approximatif. Diagramme réalisé a partir des données de Lacey, 1960

Figure 19 (A droite) Les différents composés modulateurs, leurs
concentrations minimales efficaces (en mM) et leurs structures. Tiré de
Melton & Weiss, 1993

2. Sensibilité a la modulation
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Les modulateurs négatifs de la virulence courammenttilisés sont I'acide nicotinique et
le sulfate de magnésium etdans une moindre mesures basses températuredls sont
communs, au moins, aux différentes especes du esmplonchiseptica. Cependantil
existe des différences dans la concentration nécase a la modulation entre les
différentes souchesparticulierement entr8. pertussis et B. bronchiseptica. Alors que la
totalité des souches d& bronchiseptica testée et la majorité des isolats Bepertussis
montrent une sensibilité « élevée » aux modulatgusM d’acide nicotinique ou 10 mM de
MgSO, ou une température inférieure a 26°C permettepassage en phase Byda souche
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de B. pertussis Tohamal, souche de laboratoire par excellenceyeasensibilité moindre et
nécessite 16 mM d’acide nicotinique ou 40 mM de Kg8Bu une température inférieure a
20°C pour passer en phase B({Martinez de Tejada et al., 1996; Prugnola etl&95).

Ces différences de sensibilité peuvent s’expliqug@ar des substitutions dans la séquence
de BvgS notamment par la substitution d'un résidu glut@em@ar un résidu lysine dans la
région de liaison entre le domaine PAS et I'histidkinase de BvgS dans la souche Tohamal
(E7osK, Herrou et al., 2009). Cette simple substitush responsable en grande majorité de la
diminution de la sensibilité de cette souche pesrrhodulateurs négatifs. Ainsi dans notre
systeme d’étude au laboratoire de la souche Tohamak avons choisi de substituer cette
lysine par son résidu original l'acide glutamiqueautres zones de substitutions sont
observées par exemple au niveau des domainesgsénigjues et influent sur la sensibilité du
systeme dans une moindre mesure (Herrou et al9) 208is ne seront pas discutées ici.

Notons qu'il a été décriin mécanisme de « variation de phase » irréversihlgui a lieu
suite a une modification génétique au niveau dudate BvgAS induisant un changement du
cadre de lecture. Ceci entraine donc une inaabivdttale du systeme générant des bactéries
incapables de synthétiser leurs facteurs de viceleroit entierement avirulentes, de facon
stable dans le temps (Stibitz et al., 1989), méfiteasété rapporté que des révertants
pouvaient apparaitre trés sporadiqguement (Weis$atkadw, 1984).

B. BvgAS, découverte et fonction

C’est en 1983 que la premiere évidencendrégulateur commun a la synthése de
différents facteurs de virulencea été obtenue par mutagenese a l'aide de transpoEa
effet des mutants contenant un seul transposomnéirssgvéraient incapables de produire les
différents facteurs de virulence testés (Weiss.£1883).

1. Identification du locu$vgAS

Ces premiéres évidences ont été approfondies leicles bvg (d’abord hommévir) a été
identifié. Le concept était alors qu'un effectewsipif permettant la transcription des genes
des facteurs de virulence était encodé dans ces.I&€est la transcription de ce locus qui
serait affecté par les signaux environnementauxitdécomme modulateurs (Weiss and
Falkow, 1984).

Des études complémentaires ont montré qu’en plgssgéees de virulence induits par le
locus, d’autres génes étaient réprimés définiskmtclasses de genesag (vir-activated
genes) etrg (vir-repressed genesgt que deux genes distincts seraient impliqués datie
régulation (Knapp and Mekalanos, 19883. locus codant BvgASétant alors défini, il a été
prouvé que ce locusst nécessaire et suffisant a I'induction de la trescription des genes
vagclonés et introduits dans I'organisme hétérologueoli (Miller et al., 1989). De méme la
notion quece locus code un systeme de transduction de sigr@akmergé a cette époque,
méme si la définition du locus était encore imptefasupposée contenir 3 genagABC
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(Arico et al., 1989). Ce n’est que plus tard querdauve queovgBC représentent en réalité
bvgS a été obtenue (Stibitz and Yang, 1991).

Aujourd’hui, les génomes complets Bepertussis Tohamal mais aussi d’autr&erdetellae
ont été séquences (Parkhill et al., 2003) ; alasvironnement génétique du locgAS est
bien défini (fig. 21).

[ bvoR 2 bugA"  EEEEEEIND>

bvgS

Figure 21 Représentation du locus bvgAS chez B. pertussis et de son environnement immediat. bvgs est représenté en
jaune (code : BP1877) et bvgA est représenté en rose (code 1878) entouré par bvgR (BP1876, code pour le répresseur
BvgR) et fhaB (BP1879, code pour I'adhésine FHA). La portion hachurée de fhaB indique qu’elle n’est pas a échelle.

2. BvgAS, un systeme a deux composants

Le systemeBvgAS a donc été reconnu comme un systeme a deuxmpmsants de
transduction de signal au début des années 1990ingaication dans la régulation de la
virulence n’était plus a démontrer et ainsi un n@ttéparticulier a alors été apporté aux
meécanismes de phosphorylation. En effet, BvgS enntine histidine-kinase suivie de deux
domaines de transfert de phosphate, un domaingeecet un domaine HPt permettant le
transfert de phosphate vers BvgA le régulateur égmonse.BvgS est donc un senseur
hybride. Ainsi, BvgS s’autophosphoryle au niveau du rédidiidine 729 (dans le domaine
DHp de la kinase) et transfere ce phosphate sur le T

résidu aspartate 1023 du domaine receveur (L8hb i q—:—_}-:)
™ ™

and Miller, 1994) et enfin sur le résidu histidine =% s
1172 du domaine HPt. Le domaine HPt permet Receiver  HTH
alors le transfert de phosphate sur BvgA au niveau BYoA .—w
du résidu aspartate 54 (fig. 22, Uhl and Miller, A

1996)- Les mécanismes de phosphorylatlon Fiéure 22 Représentation schématique de BvgS et BvgA. Les

ngS et de transfert du phosphate vers BVQA grésidus phosphorylables des différents domaines sont

, . représentés. Le domaine « Transmitter » représente

alors Separables’ les domaines receveur et I’histidine-kinase, « Receiver » un domaine receveur et C-

étant nécessaires au transfert de phosphate terminus le domaine HPt. HTH est le domaine de liaison de

. T . I’ADN. Les domaines de perception de BvgS ne sont pas

ngA mais non a Iautophosphorylatlon de BVgreprésentés, le premier segment transmembranaire (TM)
(Uh| and Miller, 1994). est en fait un peptide signal. Tiré de Uhl and Miller, 1996.

Le domaine receveur a un réle dans I'activité phodpatase de la kinase et serait un point
de contrdle dans le transfert de phosphaten permettant soit un transfert vers le domaine
HPt ou la déphosphorylation. Une fois phosphorgé@omaine HPt permet le transfert de
phosphate sur BvgA et permet sa reconnaissance ensi la spécificité de BvgS pour
BvgA comme démontré par des constructions chimériquies BvgS et son homologue chez
E. coli EvgS (Perraud et al., 1998; Uhl and Miller, 1998206b).

Il a aussi été démontré que c’est bien la phospéuooy de BvgA qui permet I'activation des
genesvag et ainsi qudBvgA phosphorylé est le seul élément nécessair€activation de la
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transcription des genesvag in vitro (Steffen et al., 1996). Ainsi BvgA serait capabtiese

lier a 'ADN et d’interagir avec I'’ARN polyméraseopr permettre [linitiation de la
transcription (Steffen et al., 1996l).permet aussi une boucle d’amplification de I'opéon
bvgASen activant sa propre transcription (Scarlatol.etl890). BvgA est un régulateur de
réponse classique et nous ne détaillerons passplesructure et les résidus importants dans
son fonctionnement. Notons tout de méme qu'il distérigue méme dans son état non
phosphorylé (Perraud et al., 2000) . Enfin, il existe plusgsgquences de fixation de BvgA
(sites de haute et basse affinité), ce qui rend fidile I'établissement d’'une séquence
consensusL'’identification des sites de fixation et doncsdggions promotrices par simple
observation des séquences est alors quasi impassibl

3. Le régulonbvg

Le régulonbvg contient de tres nombreux genes. lls vont se réifféer suivant 4 classes
distinctes en fonction de leur phase d’expressidBwg{, Bvgi et/ou Bvg+, fig 23). Ces
différences dans la phase d’expression peuvenpl&grer par des sites de fixation de BvgA
phosphorylé qui difféerent dans leurs positions papport au site d'initiation de la
transcription et dans leurs affinités. La défimtide ces différentes classes de genes sera faite
majoritairement a partir des travaux de Cummingal.et2006; Jones et al., 2005; Williams
and Cotter, 2007.

fhaB
fim2,3 cyaA
vrg loci bipA bvgAS pixA
o
>
< 4 2 1
g Figure 23 Représentation
g schématique du  profil
o} d’expression des génes des
% différentes classes en
g fonction de la phase. Tiré de
= Jones et al., 2005.
<
)
o
Phase: Bvg™ Bvg! Bvg"

a. Classe 1

Cette classe représente les genes exprimés |¢aptiigement, plusieurs heures aprés 'entrée
en phase de virulence, et uniguement en phase Blvgagit particulierement de toxines
notamment la toxine pertussique (PTX) et I'adémylayclase hémolysine (CyaA). Leur
expression nécessite une grande quantité de Bvgépblorylé, sans doute liée a la présence
desites de fixation de BvgA de basse affinit@fig. 23 et 24). On cite ces génes comme des
vag « tardifs ».

b. Classe 2

Cette classe représente les génes nécessitantaimérenquantité de BvgA phosphorylé pour
étre activés et ainsi induits rapidement lors @atfée en phase virulence. Ainsi ces génes
sont exprimés dés la phase Begleur expression est maintenue en phasé.®ajte classe
est constituée majoritairement d’adhésinesomme la FHA ou les fimbriae, mais le locus

25



bY

du systeme BvVgAS appartient lui-méme a cette clakses promoteurs de ces génes
contiennent desites de fixation de BvgA de haute affinitéd’ou le simple besoin d’'une
faible quantité de BvgA phosphorylé pour leur aaiion (fig. 23 et 24). On nomme aussi
cette classe de genesg« précoces »

c. Classe 3

Dans cette classe, il y a présence a la fois de di¢ haute et de faible affinité (fig. 23 et 24).
En présence d'une faible quantité de BvgA phosgdboigssites de haute affinitéseront
remplis et permettront I'expression de cette clasgéne, typiquement durant la phase'Bvg
Lorsque la concentration en BvgA phosphorylé atkegirun niveau suffisant pour remplir les
sites de basse affinité, en aval du départ de tracrgption, leur expression sera grandement
réduite (mais non éteinte), typiqguement lors deHase Bv{l Ces génes, domipA (cf ci-
aprés, 11.B.4.b. Phase BYyest le représentant le plus courant, sont dopi@sentatifs de la
phase Bvl

Bvg~ Bvg?t Bvg*
Ff)haB +l1 m— m—
(class 2) 1ﬁ—' W s 4

e i S M
AN

(class 3) oo T a——

FC)YaA #ﬂ —H m
(Class 1) ol N

Figure 24 Représentation schématique des promoteurs de génes Bvg régulés des classes 1 a 3. Le +1 représente le
démarrage de la transcription. Les annotations 1° et 2° représentent des sites de fixation primaires et secondaires de
BvgA phosphorylé. Une double fleche épaisse indique un site de haute affinité tandis qu’un site de basse affinité est
représenté par une double fleche plus fine. Une fleche ondulée indique qu’il y a transcription. Tiré de Jones et al.,
2005.

d. Classe 4

Cette classe représente les gewres Le réle de BvgA dans le profil d’expression des ce
géenes est incertain, mais le géag bvgR, activé par BvgA phosphorylé, serait essentiebdan
la répression de leur transcription (Merkel andig&tj 1995). Le role de ces genes est trés peu
connu chezB. pertussis et beaucoup dentre eux sont devenus des pseuds.ge
contrairement &B. bronchiseptica ou ils auraient un rble dans la survie dans leemnil
exterieur.
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4. Les différentes phases de virulence et leurs réles

Nous avons défini au niveau génétique les diff@emlasses de genes en fonction de leur
profil d’expression dans les différentes phasesptypiques deB. pertussis. Nous allons
maintenant revenir sur la définition de ces phasesculierement quant a leur role.

a. Phase Bvg

C’est laphase avirulentede la bactérie. Elle se définit donc par I'absethegroduction des
facteurs de virulence de la bactérie, les gémgsne sont pas exprimés. On observe cette
phasein vitro en présence de « fortes » concentrations de modwdats chimiques ou a
basse température

ChezB. bronchiseptica, cette phase permet la survie dans le milieu iextérAinsi, différents
genes specifiques sont exprimés lors de cette pbadant par exemple un systeme de
motilité (flagelle) et la survie dans des condisgmauvres en nutriment (Cotter and Jones,
2003). ChezB. pertussis, le réle de cette phase reste incomprisn effet, cette bactérie a
perdu la capacité de survivre en dehors de sondudtene indiqué par le fait que plusieurs
génesvrg sont devenus des pseudo-geriegértussis ne peut pas synthétiser de flagelle par
exemple) de méme que par la perte de génes dualiétab particulierement, comme la voie
de synthese de la cystéine pour laquBllpertussis est auxotrophe (Parkhill et al., 2003).

Cependantil semblerait que le systéme BvgAS subisse uneegsion de sélectiopour étre
maintenu sensible a la modulation clBepertussis (Herrou et al., 2009). Ceci indiquerait que
la bactérie conserve le besoin d’exprimer les difféntes phases BvgPar ailleurs, il a été
rapporté cheB. bronchiseptica que la phase Bvaurait aussi un réle dans la survie a long
terme chez I'h6te (Jungnitz et al., 1998). Bien gette bactérie soit plus connue pour générer
des infections chroniques, alors gBiepertussis ferait plutét une infection aigué, on peut se
demander si cette phase pourrait avoir un réle danportage de la bactérie, et par
conséguence dans la transmission de la maladie.

De facon intéressante, la relation entre BvgASaethulation de I'expression des genes

est plutdt indirecte. Elle se fait au travers dpredseur BvgR nécessaire a I'arrét de leur
transcription (Merkel and Stibitz, 1995). Ainsirdodu changement de phase, I'expression de
BvgR est induite par le systéme BvgAS inhibantylatisese desrg, sans doute en se fixant
au niveau d’'un site répresseur @n de ces genes. Par contre, leur expression duedtet c
phase Bvgest dépendante d’'un autre systeme a deux comppRRSAS, ou RisA serait
l'activateur transcriptionnel permettant la tramstton des genesrg (Jungnitz et al., 1998;
Stenson et al., 2005). Une interaction entre BvgBeesystéme n’a pas été démontrée mais
n’est pas exclue (Croinin et al., 2005).

b. Phase Bvyg

La phase intermédiaire ou Bvd, est, comme son nom l'indique, la phase dans leqlee
bactérie se retrouve lorsqu’elle est cultivéedes températures intermédiairesou en
présence de concentrations de modulateurs interméares a celles induisant les phases
Bvg' ou Bvg. Son réle dans la pathogénie est aussi trés mapii®, mais il y a synthése de
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différentes adhésinesag précoces) et de facteurs spécifiques de cetteephgpiquement, la
protéine BipA est spécifique de la phase Biigs’agit d’un homologue des intimines dont le
réle précis reste encore indéterminé (Deora, 200&gara-Irigaray et al., 2005), mais
représentant un probable facteur d’adhésion owaiion. Ainsi, les caractéristiques des
géenes induits lors de cette phase de méme questiabsle toxines qui provoquent une forte
réaction inflammatoire ont amené a penser qu’edgofiiserait la transmission et la
colonisation d’un nouvel héte.

Méme si le réle de cette phase reste indétermin etemble pas étre importante dans les
modeles d’infection de laboratoire, il sembleraieda bactérie puisse se trouver dans cette
phase chez I'h6te méme si cela ne se reflete pasvaau immunitaire (Vergara-Irigaray et
al., 2005). Les modeles animaux utilisés en laboatsont limités a l'infection et non
pertinents pour la transmission (les modéles mul@ssplus utilisés, ne peuvent pas tousser et
ne sont pas des hoétes naturels, permettant sukébutle de la colonisation. De plus, les
contraintes liées a un modele de type primate epaiitsplus relevant sont trés importantes). Il
est donc difficile d’évaluer ce réle potentiel dansmission de la phase intermédiaire.

Par ailleursB. pertussis demande généralement une plus grande quantitéodelateurs que
B. bronchiseptica pour se retrouver en phase Bv@eci pourrait étre lié & leur mode de \Be,

pertussis étant incapable de survivre dans I'environnemett,refleterait une moindre
importance des phases Beg Bvg pourB. pertussis (Vergara-Irigaray et al., 2005).

c. Phase Bvj

La phase Bv{ ou phase virulente est la mieux caractérisée dans le cycle de vid.de
pertussis. Comme nous l'avons vu elle est définie par lattsy®se de tous les facteurs de
virulence de la bactérie. Elle est nécessaire ffisante a la pathogénie dans les modéles
animaux (Coote, 1991; Martinez de Tejada et aB8)RAu laboratoire, c’est la phase dans
laguelle se trouve la bactérie dans des conditiorde culture normale a 37°Cdans un
milieu comme le Stainer-Scholte (SS, Stainer aniblse, 1970). Ce milieu a été défini en
vue de la production de vaccins et a donc été agdirpour la production des facteurs de
virulence, mais hormis en présence des modulategatifs décrits ou a basse température,
c’est la phase qui est toujours observée dangffésemts milieux de culture utilisés pour une
bactérie sauvage. Cette observation est valablen@ns pour les membres du complexe
bronchiseptica ou le régulorbvg est tres semblable particulierement au niveauvadehbse
Bvg+ (Herrou et al., 2009).

Il a été démontrén vitro que la phase de croissance et la disponibilitthdésments avaient
un impact important sur le niveau d’expression denloreux génesag lors de culture en
phase Bvg Par exemple le niveau de transcription d’envi26f6 des génegg est diminué
en phase stationnaire, indiquant un lien entret’ététabolique de la bactérie et la virulence
(Nakamura et al., 2006).
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C. BvgS, un capteur kinase remarquable

Comme nous l'avons vu, le systeme a deux compo&argaS permet la régulation de la
virulence chez les bactéries du geladetella. Le phénotype de ces bactéries peut se
décomposer en 3 phases distinctes qui sont repafises de I'état d’activité du systeme et
de la quantité de BvgA phosphorylé. Cependastsystemes a deux composants sont plus
souvent décrits comme des systemes d’interrupteurstout ou rien » (ou ON/OFF switch),
ce qui fait de BvgS un systéme remarquable. Am$ohctionnement de BvgS est décrit tel
un rhéostat Il intégrerait différents signaux et ajusteransactivité kinase en fonction de
leur intensité (Cotter and Dirita, 2000; Cotter dodes, 2003).

1. Pourquoi un rhéostat ?

Le fonctionnement en tant que rhéostat plutbét quanse un systeme tout ou rien permet
donc de moduler I'expression génétique plus findmieans le cas de BvgS, cela permet la
distinction entre trois formes phénotypiques didBs et ainsi sans doute une meilleure
adaptation aux conditions rencontrées chez I'hdtelors de la transmission vers un nouvel
héte. L'adaptation au milieu extérieur est ausssfimle par ce biais comme nous l'avons vu
pour B. bronchiseptica. BvgS est urcapteur-kinase

hybride possédant plusieurs domaines de transfert de S =
phosphates, a I'instar d’ArcB B! coli par exemple. Il *°] -
semblerait que cette cascade complexe de y
phosphorylation soit un élément important de ce ’
fonctionnement en tant que rhéostat en permettaat & ’
courbe de réponse sigmoidale plutét qu’une courbe|
hyperbolique (fig. 25) comme c’est le cas dans les ’
systémes « classiques » (Kim and Cho, 200@&ci iy
aurait 'avantage de laisser au systeme une bonne N

0 -
0 5 10

sensibilité de réponse tout en lui donnant une Time
robustesse supplémentaire au bruit Ainsi, CeS Figure 25 Comparaison des courbes de réponse
systémes vont étre sensibles & l'intensité d’'unudtis ©u" systeme « classique » (courbe hyperbolique
. N ) . en bleu) et d'un systeme hybride (courbe
mais aussi a sa durée. Par exemple, un StiMkigmoidale en rose hachuré) en réponse a un
d'lntenSIté Suﬁlsante pour une actlvatlon mals stimulus d’intensité suffisante perdurant dans le
, , , temps. L’échelle de temps est relative. RRP
courte durée ne sera pas relaye par un rhecreprésente la quantité de régulateur de réponse

contrairement a un interrupteur_ phosphorylé. Tiré de Kim and Cho, 2006.

2. Particularités de BvgS

Ce fonctionnement rhéostatique serait donc une cacéristigue des systéemes a deux
composants hybridesayant un phosphorelais complexe. Cependant, emaprd’'exemple
d’ArcB, nous verrons que son comportement estdeunéme plus proche d’un interrupteur
que d'un rhéostat. En effet, ce systeme s’activesdan environnement anaérobie en réponse
a la réduction des quinones (cf. V.B.3.c. ArcB)betn qu’une activité intermédiaire soit
décrite elle ne semble pas importamteivo (Malpica et al., 2004). On peut donc penser que
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le comportement rhéostatique dans ce systemelasiufile a la robustesse du systéme plutét
gu’a une définition de phases phénotypiques pdigies comme dans Bvgs.

Une autre caractéristique particuliere de BvgS esgu’il est actif a I'état basal, c’est-a-
dire dans les conditions standards de cultureadtgtiiement aussi dans le cas d’une infection.
De plus, aucun signal activateur du systeme n'alétéit a ce jour (Jacob-Dubuisson et al.,
2012) mais seulement des modulateurs négatifso@aiénnement semble atypique pour les
systemes a deux composants qui sont habituelledd@mits comme s’activant en présence
d'un signal particulier. Ceci s’applique aussi lkigpsouvent aux systémes contrblant la
virulence (Beier and Gross, 2006), et donc le systdvgAS représenterait un systeme
original ayant un fonctionnement atypique.

3. Architecture de BvgS

Nous avons donc vu que BvgS représente un capiease dont le fonctionnement semble
atypique. Il semble actif a I'état basal et fonotie comme un rhéostat permettant une
variation phénotypique particuliere. Mais d’ou pemnent ces caractéristiques particulieres ?
Nous avons déja vu le fonctionnement de la casdedehosphorylation et les différents
domaines impliqgués dans ce processus en ometmrdolmaines senseurs de ce systeme.
Cette omission volontaire reflete particulieremBinmcompréhension du fonctionnement de
ces domaines. En effet, aucun ligand activateusydteme n’est connu et le site de fixation
des modulateurs négatifs reste aussi mystérieux em@m’hypothése de leur activité au
travers des domaines périplasmiques a été émideofivand Weiss, 1993).

Ces domaines senseurs putatifs situés dans I'epgaiggasmique sont des domaines de type
Venus Flytrap, et nous leur consacrerons la patizwante (IV. Les Domaines Venus
FlyTrap). Ces domaines sont suivis d’'un segmemistreembranaire vraisemblablement en
hélice alpha qui se prolongerait dans le cytoplagregu’a un autre domaine senseur putatif
de type PAS et une partie ultérieure leur seraamgs (V. Les domaines Per-Arnt-Sim). Ce
domaine précede donc immédiatement le domainedisasvi par les domaines de phospho-
transfert receveur et HPt (fig. 26 et 27).

Trés peu d’informations sont disponibles sur ldiedints domaines senseurs de BvgS, mais
il a été montré que les domaines périplasmiquasrgétaécessaires a l'activité du systeme,
des insertions de plusieurs acides aminés dandareaines inactivant le systéme (Miller et
al., 1992). Le domaine PAS serait sensible a I'édbx de I'ubiquinone 8 (Q8), la quinone
majeure dans les espéeces du gBureletella. Ceci a été suggéré par la sensibilité de I'ativi
kinase de la portion cytoplasmique compléte de Bv@g® analogue soluble de la Q8, QO0, qui
inhibe I'activité kinase dans son état oxydévitro (Bock and Gross, 2002). Par ailleurs le
domaine PAS a aussi son importance dans la setésilil systeme car de nombreuses
mutations dans ce domaine ou dans ses régionsuflates ont été décrites comme rendant le
systeme non modulable (Goyard et al., 1994; Méteal., 1992).
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Figure 26 Séquence protéique de BvgS (Tohamal) en code a une lettre. Ecrit en orange le peptide signal (1-32) prédit par
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), en rouge la portion périplasmique (33-541), en vert le segment
transmembranaire (542-563) et en noir la portion cytoplasmique (564-1248). Surligné en bleu le domaine VFT1 (54-280),
en cyan le domaine VFT2 (308-526), en jaune le domaine PAS (592-697) en rouge I’histidine-kinase (723-946), en vert le
domaine receveur (976-1092) et en rose le domaine HPt (1140-1241) comme défini par PFAM
(http://pfam.sanger.ac.uk). Le résidu K705 occasionnant un défaut de sensibilité est en rouge et les résidus
phosphorylables (H729, R1023 H1173) sont soulignés.
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Figure 27 Représentation schématique du systéeme BvgAS dans son état actif en phase Bvg® virulente (3 gauche) et inactif
en phase Bvg avirulente (a droite). La phase ngi est omise par simplification, seule une partie du pool de BvgA serait
phosphorylée dans cette phase. La représentation dimérique de BvgS est ici uniquement liée a la nécessité de ce type
d’architecture pour I'activité de I'histidine kinase. VFT: domaine Venus Flytrap, PAS : domaine Per-Arnt-Sim, HisK :
domaine Histidine-Kinase, Receiver : domaine receveur et HPt : domaine Histidine Phoshotranfert.

Les informations disponibles sur les domaines degmtion putatifs de BvgS étant tres
limitées, nous allons donc nous intéresser audélees domaines de type Venus Flytrap et
Per-Arnt-Sim dans des systemes hétérologues adissdyer d’identifier des mécanismes de
perception et de transmission du signal qui poemntasurvenir au sein de BvgsS.
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IV. Les domaines « Venus FlyTrap »

Les domaines « Venus Flytrap » (VFT) sont autremsgrinus sous le nom de
protéines périplasmiques de liaison (de solutés))ahglais Periplasmic (solute-)Binding
Protein (PBP), nomenclature que nous n’utilisonss @fin d’éviter les confusions avec les
termes Penicillin-Binding Protein ou Pheromone-BugdProtein, mais toujours trouvée dans
la littérature.

Il s’agit d'une trés grande famille ayant une foveeiabilité de séquences et représentée au
travers des différents regnes du vivant (Felded.etLl999). Les domaines VFT peuvent avoir
un réle dans la liaison et le transport de solut@ss la transduction de signaux ou encore
dans la régulation transcriptionnelle (Tam & Sdi@93). Ces différents roles seront passés en
revue.

Le terme VFT provient du mouvement relatif des l2e® lors de la
capture d’un soluté, rappelant la capture d’'uneeppar la Dionée
(Venus Flytrap en anglais, Vénus piége a mouchgs2B), plante §
carnivore décrite par Carl von Linné, un botansstédois, en 1770.

Ces mouvements relatifs de deux lobes ne sontgrasrappeler leg
célébre héros rond et jaune de jeux d’arcadesre®ea 1980, Pacrigure 28 Piege de dionée en
Man, et le terme « modéle Pac-Man » est aussiuedralans la & P'"

littérature, particulierement durant cette période.

A. Structure et classification

Ces domaines, malgré leur grande diversité, poeseés caractéristiques structurales
communes, en faisant une famille structurale. Eet,af s’agit toujours de protéines ayant un
repliement a/p, formées de deux domaines appelés lobes et sépgvés une charniere
Une cavité est ainsi délimitée, ou pourra étre fixéligand a l'interface des deux lobes
(Dwyer and Hellinga, 2004). Ce sont tres souvert petéines périplasmiques chez les
bactéries a Gram négatif ou extracellulaires ayarancrage lipoprotéique chez les bactéries
a Gram positif.

Sur la base de leur repliement, on peut subdivesdifférents membres de cette famille
structurale en 3 superfamilles selon la classification SCOP (http://scop.mrc-
Imb.cam.ac.uk/scop/index.html).

1. Periplasmic binding protein-like | ou VFT de type

Cette premiere superfamille comprend dans chadeeua

feuillet béta paralléle composé de six brins daoside

213456.La charniere se compose de trois linkers inter-
domaines

Le lobe 1 contient la partie N-terminale et le 10B€ i, e 29 représentation du domaine VFT de I

protéine périplasmique de liaison de I'arabinose
AraF d’Escherichia coli. En cyan le lobe 1, en vert le
lobe 2 et en rouge la charniére.




contient la partie C-terminale de la protéine ; snelhaque lobe est formé par différentes
portions de la protéine. Cette superfamille egtiliée par la protéine périplasmique de liaison
du L-Arabinose dé&. coli, AraF (code PDB : 5ABP, fig. 29).

2. Periplasmic binding protein-like Il ou VFT de type

Cette seconde superfamille comprend dans chaque
lobe un feuillet béta mix composé de cing brinssdan
I'ordre 21354, le brin 5 étant antiparallele auxresi

La charniere est formée de deux segmentqui
peuvent étre des brins béta ou ne pas avoir de
structures secondaires.

On peut distinguer deux familles différentes awn sei
Figure 30 Représentation du domaine VFT de la de cette superfamille. La premiere contient un seul
protéine périplasmique de liaison du phosphate  ggys-domaine par lobe tandis que la seconde, plus
PstS d’E. coli. En cyan le lobe 1, en vert le lobe 2 . .
et en rouge la charniére. grande en taille, compte 2 sous-domaines par lobe.
Dans cette superfamille le lobe 1 est composé des
portions N et C-terminales de la protéine. Cettpesiamille est illustrée par la protéine
périplasmique de liaison du phosphateEdeoli, PstS ou PhoS (code PDB : 1IXH, Fig. 30).

Les domaines VFT de BvgS appartiennent a la preniénille de cette superfamille.

3. Chelatase-like - "Helical backbone" metal receptar
VFT de type 3

Cette derniere superfamille comprend dans chaqbe lmn
feuillet béta paralléle composé de quatre brinsdandre 2134
et une longue hélice alphgd’une vingtaine de résidugrme
la charniere. Dans cette superfamille, et contrairement aux d¢
autres, un lobe est formé par la portion du N-teaia et 'autre
par la portion C-terminale de la protéine uniquem(@&@hu and
Vogel, 2011). Cette superfamille est illustrée parprotéine

Figure 31 Représentation du domaine VFT de la

périplasmique de liaison des hydroxamates ferriues famille protéine périplasmique de liaison FhuD d’E.
. s . . li. E le lobe 1, t le lobe 2 et
de sidérophores), FhuD &ecoli (code PDB : 1K2V, Fig. 31). 7" = van © 'obe &, envertfe fobe 2 et en

rouge la charnieére.

Les VFT de type 1 et de type 2 au moins auraiealuéva partir d’'un ancétre commun apres
la fusion d’une unité dimérique originelle de typkeY (Fukami-Kobayashi et al., 1999).

4. Classification « fonctionnelle »

Une classification des VFT suivant le type de gsolfiké a aussi été proposée. Cette
classification repose sur le fait que 'homologe sEquence entre les différents VFT est la
plus forte lorsqu’ils fixent un méme ligand plutque lorsqu’ils proviennent d’'un méme
organisme. Ceci indigue gles contraintes de séquences et de structures pdarliaison
d’un soluté sont importantes
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Cette classification se divise en 8 sous-groupas(@nd Saier, 1993) :

1- Malto- Oligosaccharides et autres Oligosacchari@gg;érol-3-phosphate et Fer
2- Hexoses et pentoses

3- Acides aminés polaires et Opines

4- Acides aminés aliphatiques et Amides

5- Peptides et Nickel

6- Polyanions inorganiques

7- Polyanions organiques

8- Complexe ferreux organiques et vitamine B12

Cependant, cette classification déja assez anciemmereprésente plus bien la diversité
structurale et fonctionnelle des domaines VFT ui différents types de charniéres et de
repliements, dans la mesure ou il ne semble pa®iy de corrélation stricte entre le ligand
fixé et les familles structurales (Fukami-Kobayastal., 1999).

B. Une famille, des familles : les nombreux visages sldomaines VFT

Les membres de la superfamille des domaines VFBwtiaire preuve d'une grande
adaptabilité. Leur fonction primaire est la liaisafun ligand mais en étant capables
d’interagir avec d’autres protéines ou en se coantiiravec de nombreux autres types de
domaines protéiques au sein d’'une méme protéisespnt partie intégrante et nécessaire de
systemes variés remplissant des fonctions ausseirrs#is que l'activité enzymatique et le
contrble de I'ouverture d’'un canal ionique.

1. Attrape-moi si tu peux ! Liaison du ligand et matgil

Le rbéle premier des domaines VFT est de lier uandy Cetteliaison du ligand semble
primordiale aux diverses fonctions des VFT, glégmet de stabiliser la forme ferméedu
domaine, les modifications structurales ainsi ajfs® vont permettre I'accomplissement des
taches ultérieures. Par exemple, elles permett@ntetonnaissance du transporteur et
déclenchent ainsi le transport du substrat (Lock@d4), méme si l'interaction entre le VFT
et le transporteur membranaire est aussi possdule Ip conformation non ligandée du VFT
avec une affinité plus faible a identique, selosystéme considéré (Ames et al., 1996). Cela
peut aussi permettre la reconnaissance d'une gutpééine membranaire pour une
signalisation, par exemple par phosphorylation ¢ire et al., 2003). Par effet allostérique,
ces modifications peuvent étre répercutées sutrd@aaomaines de la protéine contenant le
module VFT et permettre diverses fonctions teleedidison de I'ADN (Swint-Kruse and
Matthews, 2009), l'ouverture d’'un canal ionique r{§ledine et al., 1999) ou encore la
phosphorylation (Ahier et al., 2009; Uhl and Mi|l&©96Db).

De nombreuses structures de VFT, ligandés ou o ,désponibles. Cela a permis de définir
les bases de la liaison d'un ligand par ces dorsaia@si qu’une identification des
modifications structurales liees a la captation ligand et de nombreux exemples sont
documentés. Dans tous les cas, chaque lobe se demgos ou moins comme un coeur
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rigide dont on peut négliger les déformatiome,
fixation d’un ligand entraine donc une différence
dans la position relative des deux lobes sans les
modifier eux-mémes De ce fait l'alignement
structural entre les formes ouverte et fermée d’'un
méme VFT représenté ici se fait via leurs lobes 1,
pour la lisibilité uniquement.

Figure 32 : Alignement entre les formes ouverte Par exemple la fixation du maltose ala protéine de
(lobe 2 en vert, code PDB 10MP) et fermeée (lobe  |izison du maltose MalE (VFT de type 1) va enteain
2 en jaune, code PDB 1ANF) de la protéine de o K
lisison au maltose. Les lobes 1 (en cyan) UnN€ fermeture de 35° et un mouvement de torsion
s’alignent parfaitement. Les charniéres sont en (« twisting motion ») de 8° entre les deux |Ob9§ (f
rouge. , .
32). Ces mouvements, représentatifs des mouvements
inter-lobes possibles, s’articulent autour des migéaes. Les différences structurales entre ces
deux formes peuvent expliquer la différence de meagsance de ces deux formes pour les

meécanismes de transport et de chimiotaxie auxddalg participe (Sharff et al., 1992).

Un autre exemple bien caractérisé est celui dA@RP (Lysine-Arginine-Ornithine Binding
Protein), un VFT de type 2. Dans cet exemple, temé&ure entre les deux lobes atteint 52°
(Oh et al., 1993)Les mouvements majoritaires sont donc I'ouverture la torsion entre

les lobes et vont ensemble conditionner la dynamigule ces domaines.

Ainsi nous avons vu le réarrangement structuraég&par la liaison d’'un ligand au domaine
VFT, mouvements relatifs des deux lobes articuléstola de leur charniere,
ouverture/fermeture et torsion. Cependant la reaigsance du ligand implique les deux
lobes, ce qui permet de stabiliser la forme fernvgs comment se fait l'interaction initiale
du ligand avec une forme ouverte ?

Au vu des nombreuses structures de VFT complexés leurs ligands qui ont été obtenues,
il a été possible d’analyser les contraintes datin de ces ligands. Il semblerait que
I'interaction se fasse d’abord avec un des deuwedobur lequel le nombre de résidus
d’interactions est plus important. L’interactionimpaire pourrait donc se faire avec le lobe 1
ou le lobe 2, selon les systemes. En effet, danadade la LAOBP ou de la LIVBP (Leucine-
Isoleucine-Valine-Binding Protein), la majorité dageractions se font avec le lobe 1 (Oh et
al., 1993; Trakhanov et al., 2005) et les mouvem#bhbites du lobe 2 permettraient d’atteindre
la conformation close et de la stabiliser graceaacdmpatibilité entre les groupements
chimiques du ligand et les résidus du lobe 2. Ddimstres cas, comme celui de SiaP de
Haemophilus influenzae (Mdiller et al., 2006), la majorité des interactase fait via le lobe 2,
indiqguant que c’est certainement par celui-ci gaidasgt la reconnaissance initialee motif

de reconnaissance est spécifiqgue d’un ligand et &t par I'intermédiaire de plusieurs
résidus du domaine VFT(Dwyer and Hellinga, 2004). Ces interactions efggedomaines
VFT et leur ligand se font parfois par l'intermédéade molécules d’eau, mais le réle de
certains résidus spécifiques reste important dahiaison du ligand (Oh et al., 1994).

Les formes ouverte et fermée des VFT coexistera@prdabsence de ligands, et leur présence
permettrait de déplacer I'équilibre vers la forneeniée ligandée (Trakhanov et al., 2005).
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Des études plus récentes ont montré qu’il exigtenaé forme « demi-close », dont I'état
énergétique est trés proche de celui de la fornverte; permettanine transition rapide
entre ces deux états et facilitant ainsi une recomamssance du ligandBucher et al., 2011).

La compréhension de l'interaction entre les VFTeeats ligands a permis de développer des
senseurs spécifiques pour differentes moléculeanagges ou inorganiques et méme de
modifier l'affinité d’'un VFT donné pour un ligandpire de lui faire reconnaitre un ligand
exotique (Dwyer and Hellinga, 2004).

Cependant, le domaine VFT2 de BvgS (Herrou et @102 code PDB: 3MPK) ainsi que le
domaine VFT venant du senseur de systeme a deuposamts HK29 deGeobacter
sulfurreducens (code PDB : 3H7M, Cheung et al. 2009) ont été&allisés sous forme fermée
et en absence de ligand. Il est donc envisagealddes domaines VFT de cette famille de
senseur puissent avoir un fonctionnement diffédestdomaines VFT « classiques », en ayant
une forme fermée non ligandée stable. Cette corsftiom est possiblement liée aux
contraintes imposées par leur type de charniermée de deux longs brins béta (Cheung et
al., 2009).

2. Une fonction enzymatique

Un domaine VFT présentant une activité catalytiquété
décrit chezPseudomonas aeruginosa (Zhao et al., 1992). I
s’agit de la cyclohexanedienyl déhydratase, un mezge la
synthése de la phénylalanine. La structure de reagnee a
depuis été obtenue (code PDB : 3KBR, fig. 33).’dlgd
d’'un VFT de type 2 homologue aux VFTs de fixatiegsd
acides aminés polaires (Tam and Saier, 1993).

Ce domaine peut fixer soit le préphénate soit Bragénate Figure 33 Représentation de la cyclohexanedienyl
| f hénvl déhydratase de P. aeruginosa. En cyan le lobe 1,

pour es transtormer en pheny pyruvate ou en en vert le lobe 2, en rouge la charniére, en bleu le

phénylalanine, respectivement (Zhao et al., 1992). motif catalytique supposé.

fonction du VFT est directement liée a son rélefidation du substrat en permettant le bon

positionnement des résidus catalytiques.
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3. Les VFT et la régulation transcriptionnelle

Il existe une sous-famille de régulateurs transiommels,
possédant un domaine hélice-coude-hélice (HTH pilalix-
Turn-Helix) de liaison a I'’'ADN et un domaine VFT EY de
type 1 du sous-groupe 2, Tam & Saier 1993) retreue
facon ubiquitaire chez les procaryotes. Il s’agitld famille
Lacl/GalR, régulateurs qui sont capables de sealibADN
dans le petit sillon (Swint-Kruse and Matthews, 20Ces
domaines ont la particularité d’étre cytoplasmig@tsde
fonctionner en tant que diméres ou dimeres de @isng
(Swint-Kruse & Matthews 2009, fig. 34). La fixatiafiun
ligand au VFT va modifier I'affinité de liaison @&ADN en
l'augmentant (co-répression, exemple de PurR) oufFigure 34 Tétrameére — du  répresseur
diminuant (activation, exemple de Lacl). Les ligamaturels ter;"izgf:;:::' :Zf"sd;iecilc';uf:jf'”;s?: o
sont généralement de petites molécules reliées domaines HTH sont placés dans le bas de la

4 : structure et les domaines VFT au-dessus. Code
métabolisme. SDB : 3EDC

De facon intéressante ces régulateurs transcriplersemblent pouvoir moduler leur activité
par des phénomenes d’allostérie permettant de eégld maniére plus ou moins fine le
niveau d’expression des genes cibles en présentigamhels activateurs ou répresseurs. Ces
systemes fonctionnent soit comrdes interrupteurs permettant des inductions/répressions
du gene cible de plus d'un facteur mille, soit,’iastar de BvgS, commees rhéostats
permettant une modulation plus fine de l'ordre dfacteur 10 a 100 (Swint-Kruse and
Matthews, 2009).

4. Les VFT et le transport

Un des premiers réles décrits des VFT est la captate solutés pour les importer au travers
d’'une membrane via un systeme de transport spgeifij existe trois grands types de

transporteurs bactériens utilisant les VFT. Dars systemes de transport, le domaine VFT
est régulierement dénommé SBP (pour Substrate4®jnéirotein, protéine de liaison du

substrat) ou récepteur périplasmique.

a. Les transporteurs ABC

Les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette, céssae liaison de I'ATP) permettent
I'import ou I'export de molécules au travers d’uanal en consommant de I'ATP grace a leur
module ABC. Ce type de transporteur est retrouvs daus les regnes du vivant (Davidson et
al., 2008). L'export va servir a I'expulsion de qoosés toxiques (efflux de drogues, export
de toxines), participant ainsi a la résistance irtlntigues chez les bactéries, tandis que
I'import concerne des nutriments (Davidson et2008).
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Un exemple bien caractérisé d'import de
de BtuCDF (Fig. 35

soluté est celui
permettant le transport de la vitamine B1

Apres capture de son ligand, le récepteur
périplasmique BtuF va pouvoir interagi
avec BtuC, le partenaire transmembranair

L'arrimage de BtuF va induire un
changement conformationnel qui sera
transmis aux domaines catalytiques BtuD,
qui vont hydrolyser de I'ATP et ainsi
fournir I'énergie nécessaire au systeme
pour transporter la vitamine B12 au
travers de la « porte » (Locher, 2004).

Cette voie de translocation semble commu

aux importeurs ABC, en faisant interven
des partenaires spécifiques du solutée.

b. Les transporteurs TRAP

Les transporteurs TRAP (pour Tripartite

2.
u

Periplasm

Gate region

Transmission
interface
(L-helices)

ADP

ne
r
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Figure 35 Représentation du systéme de transport BtuCDF

Tiré de Locher, 2004

ATP-indegsamt periplasmic) sont composes,

comme leur nom lindique, de trois partenairesgioalement décrits dans le systeme
DctPQM deRhodobacter capsulatus, une alpha-protéobactérie (Forward et al., 199@).
premier partenaire est un VFT de transport « aassh et les deux autres sont membranaires
avec un petit composant ayant 4 hélices transmeraives et un grand en ayant 12. Ces deux
derniers peuvent étre fusionnés chez certainescespeparticulierement chez léschaea,
moyennant une hélice transmembranaire supplémergddirlligan et al., 2011).

Le transport de la molécule d’intérét n’est possiph’en présence d’ions Na+ (Mulligan et al.
2011, Fig. 36). Le transport se fait au travergrAnd partenaire membranaire, faisant partie
de la superfamille des transporteurs d’ions. Lecfion précise du petit domaine n’est pas
connue mais il est indispensable au transportap@&tde fixation du VFT au transporteur est
elle aussi cruciale au fonctionnement du systengesets cycles catalytiques (Mulligan et al.,
VFT semble donc

2011). La dynamique des domaines
fonctionnement du systéme.

Outside

importaat au bon

Membrane

Inside DctQM

Figure 36 Représentation schématique du fonctionnement d’
etal. 2011.

un transporteur TRAP (DctPQM), Tiré de Mulligan
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Cc. Lestransporteurs TTT

Les transporteurs TTT (Tripartite Tricarboxylateafisporter, transporteur de tricarboxylate
tripartite) fonctionnent eux aussi grace au consale trois partenaires. lls ont été identifiés
pour la premiere fois cheZalmonella typhimurium dans le systeme TctABC (Ashton et al.,
1980). lls ont une organisation identique a celés dransporteurs TRAP bien que les
transporteurs ne montrent aucune similarité de es#mpi indiquant qu’ils auraient évolué a
partir d'un systeme ancestral différent et justifia dénomination en deux familles distinctes
(Winnen et al., 2003). Le mécanisme de ces systeasespeu étudié mais semble se
rapprocher de celui des transporteurs TRAP, aveaapendance au sodium.

5. Les VFT dans la signalisation
a. Systémes bactériens

1) Couplage a un systeme de transduction de signal.

Vu leur role de captation de solutés importantsr peumétabolisme, il n'est pas étonnant de
trouver un lien entre les domaines VFT et la tracsdn de signal. En effetertains
domaines VFT couplés a un transporteuren plus de leur réle dans le transp@ont
capables d’interagir avec des protéines transmembreaires de signalisation(Tam and
Saier, 1993; Tetsch and Jung, 2009). Les exempbes sombreux notamment dans
I'interaction avec des systemes a deux composauntstevue ne sera donc pas exhaustive.

La régulation de I'opéron phosphatechezE. coli par I'entremise de PhoB/PhoR nécessite
gue le domaine VFT de type 2 PstS (ou PhoS, cod®:PIPBP) soit fonctionnel. En effet le
systeme PhoB/PhoR nécessite la présence du systiameransport PstSCAB et
particulierement une interaction entre PstS et tsansporteur pour étre régulé (Hsieh and
Wanner, 2010).

La régulation de la virulence chez le phytopathogenagrobacterium tumefaciens fait
intervenir un domaine VFT de type 1 liant des ssic@nme le galactose, ChvE (code PDB :
3UUG), qui va interagir avec VirA permettant unegphorylation de VirG et ainsi activer le
régulonvir nécessaire a I'établissement de I'infection (Halgt2013; Lee et al., 1996).

On peut aussi donner I'exemple du systeme d’'imgiortade citrate BctCBA d8. pertussis
ou le domaine VFT, BctC, va pouvoir interagir aBstE, et induire I'expression du systeme
via BctD générant une boucleaditorégulation (Fig. 37, Antoine et al. 2005).
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Figure 37 lllustration du double

oM role de BctC.
Signalisation . Le transporteur de type TTT

Periplasm C BetC . BctCBA, va permettre I'import du
€ citrate. Pour cela le domaine VFT

= Transport BctC doit interagir avec le

) TR AT e ey transporteur BctBA.
M HL L[ U HB[UUU[[' UUU Lorsque BctC est chargé en citrate,
BL | FE% LPLLY il va aussi pouvoir interagir avec

ctB BctA BctE, un capteur-kinase
transmembranaire et permettre
son autophosphorylation. Le
. BcetD phosphate sera alors transféré a
BctD un régulateur transcriptionnel
+ qui va transactiver |'opéron

bctCBA.

j—“ P TIré de Antoine et al. 2005

betD betE betC  betB betA

La chimiotaxie fait elle aussi intervenir des domaines VFT. Chkeroli, le VFT MalE, en
présence de maltose donc sous sa forme ferméeqpeble d’'interagir avec le récepteur Tar
permettant de moduler le comportement de « nagé #.B8.2.b. Chimiotaxie, Tetsch & Jung
2009).

2) Intégration a un systéme de transduction de signal

A linstar de BvgS, de nombrewsystemes a deux composantst recruté des modules VFT
pour leur fonctionnement. Cette grande famillesiite bien la modularité des systémes a deux
composants. En effet, les architectures retrougéastrés variées, méme si I'on ne retrouve
des domaines VFT qu’au niveau périplasmique. De 4 raodules VFT en tandem sont
présents dans ces systemes, qui sont majoritaitefesVFT du type 2. Une classification en
sous-familles serait donc possible selon le typdaivaines VFT contenus dans ces capteurs,
bien gu’au niveau du domaine le plus proximal dentambrane, les VFT de type 2 sont trés
largement surreprésentés (Antoine R., non publié).

Notons tout de méme I'exemple d'un capteur-kinassspdant un seul domaine senseur
périplasmique qui est un VFT de type 1. Il s’agit systtme BT1754 dBacteroidetes
thetaiotaomicron, une bactérie a Gram négatif anaérobie de la fforamensale digestive
mais aussi pathogéne opportuniste, qui permet dmlaton de génes d'utilisation des
polysaccharides. Le domaine senseur périplasmigéie aristallisé (code PDB : 2X7X) et
montre la liaison du fructose aux VFT ainsi qu’unieraction dimeérique entre les domaines
VFT au travers d’'une hélice qui les relie au doreaiansmembranaire (Sonnenburg et al.,
2010).

Environ 30% des systémes a deux composants comntelesndomaines VFT de type 2
possedent un seul domaine VFT, tandis que seuleA®%nen ont trois ou plus. Au niveau
cytoplasmique, outre les domaines kinases et depplostransfert, on peut retrouver divers
domaines de perception tels des domaines PAS (RBIFASIm), des domaines GAF
(cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyslased FhlA) ou un type de domaine
récemment décrit, HKsen (Histidine-Kinase Sengeig.(38, Jacob-dubuisson et al. 2012). I
est aussi intéressant de noter que la conservatitne les domaines VFT des différents
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systemes est limitée et surtout que les zones amndement (linkers) entre les différents
domaines protéiques sont trés variables en conposit en taille.

Species Locus name Domain architecture
Geobacter sulfurreducens PCA GSU2755 (HK29s) —(EK)—
Pseudomonas mendocina ymp Pmen_0835 4 VFT ?5_: @ H_K){T m(g_;i).
Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 Dalk_3496 < VFT @ @ @ @ \:_P(:}
i B L FEEE OO
Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 Dalk_2518 < vir X VFT j—{_l{_)-m—
Psychromonas ingrahamii 37 Ping_0979 - VT )—( VFT )-( VFT )§|-(:I{K: R *@(I:—ij:t}-
Magnetococcus sp. MC-1 Mmc1_2394 —( VFT }( VFT )—( VFT }gl@(@f){i}(i}(g}(lﬂi{}
Sulfurospirillum deleyianum DSM 6946 Sdel_0687 —( VFT X VFT }( VFT ){ VFT \)FI_R_ HR ){?}(HEED_

Figure 38 Représentation schématique de différentes organisations possibles des capteurs de systémes a deux
composants contenant des domaines VFT. Chaque domaine est représenté par une forme particuliére annotée, on
retrouve les domaines VFT, TMH pour les domaines d’hélices transmembranaires, PAS, GAF, HK pour les Histidine
Kinases, R pour « receiver », Hpt pour les domaines Histidine PhoshoTransfert, et en blanc un domaine non caractérisé.
Tiré de Jacob-Dubuisson et al., 2012

BvgS est l'archétype de cette famillet le membre le plus étudié. De nombreux homolegue
de BvgAS existent, avec une identité de séqueriaetgusqu’a 44% pour des systémes du
genrePseudomonas. Des informations sont disponibles sur quelques-dientre eux et ils
seront brievement passés en revue.

 Le systeme EvgA/EvgS dE. coli a été identifié pour la premiere fois comme
homologue de BvgAS en 1994 et est capable d’indexeression d®mpC chez un délétant
envZ, expression qui est modulable par la températutesemémes modulateurs chimiques
que BvgAS (Utsumi et al., 1994). L’activation cangive de EvgS (par une mutation
ponctuelle dans le domaine PAS) montre une augtiemtde I'expression de 225 ORF et
une diminution de la transcription de 144 ORF,dorént corrélées avec les genes du régulon
PhoP/PhoQ (cf. 1LA.2.c.1 PhoPQ). Certains génesesgtent méme l'activité des deux
systémes pour voir leur expression augmentée, uadigun « cross-talk » (signalisation
croisée) entre ces systemes (Eguchi and Okada).208#e signalisation croisée se fait par
'intermédiaire d’'une petite protéine membranai8gfA (ou B1500) qui est directement
induite par EVgAS, et semble importante pour liciiion d’'une résistance a I'acide (Eguchi
et al., 2007, 2012).
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D’un autre coté I'étude transcriptomique d’un daéhdevgAS contre une souche surexprimant
EvgA sur plasmide démontre I'activation par EvgAauw’moins 37 génes, dont des génes de
résistance aux pH acides et des pompes a efflukinkibition de 5 genes (Masuda and
Church, 2002). EvgA est donc capable d’induire tésstance a I'acidité du milieu, mais
aussi une résistance multi-drogues, grace a la panefflux YhiUV dépendante de TolC
(Masuda and Church, 2002).

Méme si le régulon EvgA commence a étre bien défisi molécules pergues par EvgS pour
son activation ne sont toujours pas connues adirde celles percues par BvgS, méme si au
contraire EvgS ne semble pas étre actif par dé€faut et al., 2009).

* ChezKlebsiella pneumoniae, on trouve le systeme KvgAS, qui semble étre iquai
dans la réponse a un stress oxydant ou a une tiionitan fer (Lai et al.,, 2003KvgAS
interagit avec un autre systeme homologue, KvhA seraient tous deux impliqués dans le
régulon RpoS en réponse a un stress (Lin and R&0§). KvgAS semblerait aussi impliqué
dans la virulence ; une souche mutante de Kvg®resiffet moins virulente qu’'une souche
sauvage dans un modele murin d’infection intra-lea@aawlor et al., 2005).

 Un autre exemple est celui de la protéine RocSks(anommée SadS) chdz
aeruginosa (Cotter and Stibitz, 2007). Elle permet l'activati des genes fimbriaeup,
importants dans la formation de biofilms par I'mmtediaire de la protéine RocAl (ou SadA).
RocS1 est aussi capable d’'interagir avec une auttéine RocR (ou SadR) qui possede un
domaine EAL d’hydrolyse du c-di-GMP et va avoir née antagoniste a I'activité de RocAl
(Kuchma et al., 2005; Kulasekara et al., 2005).s@#éme a « trois composants » n’est pas
sans rappeler BvgAS et BvgR qui possede aussi onaitde EAL.

RocS1 est aussi capable de phosphoryler un agfnéatéur transcriptionnel, RocA2. Celui-ci
va réprimer les génesexAB-oprM qui codent une pompe a efflux multi-drogues. RoeAl
A2 peuvent en fait tous deux étre phosphorylésRmS1 et par un autre senseur ayant la
méme topologie hormis I'absence de modules VFTpf&miques, RocS2 (Sivaneson et al.,
2011).

e ChezVibrio cholerae, une recherche de génes induisvivo, puis d'activateur de
'opéron ctxABin vivo, a permis d’identifier le systéme VieABS, ou VieSt un capteur-
kinase capable de phosphoryler VieA (Martinez-Wilsb al., 2008). Ce dernier possede, du
N- vers le C-terminus, un domaine receveur contelearésidu aspartate phoshorylable par
VieS, un domaine EAL, un autre domaine receveutighaat un domaine HTH de liaison a
I’ADN (Cotter and Stibitz, 2007). VieS va ainsi tdgr I'expression de VieA et son état de
phosphorylation. L'activité de VieA d’hydrolyse dudi-GMP via son domaine EAL réprime
les genes de formation du biofilm et induit la r@ien diminuant le pool de c-di-GMP
intracellulaire (Martinez-Wilson et al., 2008). kéle de VieB ainsi que les signaux percus
par VieS restent encore indéterminés.

* Un systéme homologue de BvgAS fonctionnant aussince un rhéostat a été décrit
chezLegionella pneumophila, et est aussi présent dans d’autres espéces deilggionella.
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Il s’agit du systéeme LetAS, impliqué lui aussi ddasrégulation de la virulence, mais qui
n'est pas le seul régulateur identifié dans cedtetdrie. Il est impliqué dans un phénomeéne de
« différenciation », particulierement en induisbexpression de deux petits ARN régulateurs
RsmY et RsmZ. lls vont alors se lier au répres$gsmA, levant sa répression, et permettre
I'expression de geéenes liés a la transmission et sutvie dans I'environnement comme la
cytotoxicité, la motilité, la production de pigmemi encore I'évasion du lysosome (Edwards
et al., 2010).

»  Photorhabdus luminescens posséde un systeme nommé AstRS facilitant I'adapta
la phase stationnaire en régulant un tres largdesgénes (Derzelle, 2004).

Ce systéeme est le dernier exemple des systémesnammtun capteur-kinase entierement
homologue a Bvgs.

* Un systeme possédant un seul VFT a été décrit taemia enterocolitica, YSrRS,
gui va permettre I'activation des géengs, codants pour un systeme de sécrétion du type lll,
en induisant I'expression de YsaE, un activateamdcriptionnel. Cette induction de YsaE par
YsrRS est dépendante du NaCl (Walker and MilleQ42®009). YsrS posseéde un domaine
Receiver mais ne comporte pas de domaine Hpt. feh @& domaine a été identifié comme
étant YsrT et se retrouve sous forme soluble e¢sstntiel au transfert de phosphate de YsrS
vers YsrR (Walker et al., 2010).

» Le systéme CbIRST d®&urkholderia cenocepacia, contrdle I'expression de pili
facilitant 'adhésion de la bactérie aux cellulgstieliales respiratoires et aux mucines ainsi
gue des interactions entre cellulesBleenopacia. CblIS et CbIT sont tous deux des capteurs-
kinases a VFT et CbIR le régulateur de réponselequi est associé. Méme si les signaux
exacts percus par les capteurs sont inconnus,résgn de I'opéron cbl (responsable de la
synthése des pili) est modulé par des stimuli enviementaux tels la température, le pH et
'osmolarité (Tomich and Mohr, 2004).

» Borrelia burgdorferi n’a dans son génome que deux systemes a deux santpoDe
facon intéressante I'un d’entre eux posséde uneoafdinase a VFT, HpK1, associé au
régulateur de réponse Rrpl qui posséde un domddieEE, permettant la synthese de c-di-
GMP (Rogers et al., 2010). Ce systeme régule uroiitapt set de génes dorrelia, du
métabolisme central & la virulence et I'évasionmumitaire, permettant ainsi I'adaptation a
'environnement nutritionnel et la survie chez lgue (Rogers et al., 2010). HpK1l
contiendrait deux VFT (Caimano et al.,, 2011). Umalgse de la séquence indiquerait la
présence de 3 domaines VFT. Le systeme seraittinoiis du repas de la tique et est
nécessaire pour la survie Berrelia dans la tique (Caimano et al., 2011).

Les signaux percus restent inconnus dans tous cegstemeset I'absence de structures
cristallographiques des capteurs-kinases ou de ldomaines senseurs rendent difficile la
compréhension de la régulation de leur activiteage La présence de domaines GGDEF et
EAL, impliqués dans la synthese et I'hydrolyse ddi-6GMP respectivement, dans des
partenaires ou dans les régulons de ce ces systamdde assez courante. La régulation du
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pool de c-di-GMP cellulaire doit permettre l'intégjon de ces systémes dans une voie de
signalisation plus globale. Par ailleurs, on retmw@aussi des domaines VFT directement
associés a la régulation de domaines GGDEF-.

BvgS a été régulierement cité comme fonctionnantrae un rhéostat plutét que comme un
systeme de tout ou rien. Cette caractéristiquerpitteile étre commune a cette famille ou au
moins aux homologues de BvgS ? Cela provient-ileseent du capteur-kinase ou plutét de
ses partenaires et de son régulon via d’'autres d@esignalisation telles celle du c-di-GMP?
Ces questions resteront sans réponses pour le mommeis des études structurales
approfondies des capteurs-kinases et I'étude ds kégulons pourraient aider a répondre a
ces questions fondamentales.

b. Systémes eucaryotes

Les domaines VFT se retrouvant dans tous les régnesvant, il n’est pas étonnant que
certains systemes eucaryotes les aient recrutésl@aufonctionnement dans la transduction
de signaux. lls ont été recrutés dans une granté&téale récepteurs et il est donc impossible
de faire une revue extensive de tous les systeraesdas exemples choisis de ces systéemes
seront décrits.

1) Venus Kinase Receptor

Assez récemmentune famille de récepteurs tyrosine-kinases transmdmanaires
contenant un module VFT a été identifiée. Cetteilfapprésente chez certains insectes et
d’autres invertébrés, a été nommée Venus Kinasefac(VKR, Ahier et al. 2009). Les
domaines VFT de ces récepteurs sont du type 2ré&Cepteurs ont été étudiés plus en détail
chez Schistosoma mansoni, ou ils semblent jouer un réle dans le développerdes stades
larvaires, ayant un fort taux de transcription di@ssstades larvaires et au niveau des ovaires
des stades adultes (Gouignard et al., 2011). LeR Ytfctionneraient sous forme dimérique
et leurs domaines VFT semblent capables de fixead&les aminés telle la L-arginine (Ahier
et al., 2009).

2) Canaux ioniques

Chez les eucaryotes supérieurs vertébrés, on vetraone famille deécepteurs ionotropes
du systeme nerveux centrahommeéeiGluR (ionotropic Glutamate Receptor). Ces canaux
activés par le glutamate sont responsables de jeritBade la neurotransmission excitatoire
dans le cerveau. lls permettent un flux de catiolesit le C&" connu pour son implication
dans le développement et dans la plasticité neleamécessaire aux fonctions cognitives
supérieures comme l'apprentissage et la mémoirag(Bdine et al., 1999). Les iGIuR se
divisent en trois sous-familles : les récepteurdaaide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isozazolepropionique (AMPARS), les récepteurs aindte (KRs) et les récepteurs au N-
Méthyl-D-Aspartate (NMDARSs). Chacune d’elle aunait rle particulier au sein du systeme
nerveux, méme si une certaine redondance n’estepelsie par exemple entre KRs et
AMPARs (Yan et al., 2013).
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Vu leur implication dans certaines
pathologies comme [I'épilepsie ou des

ces récepteurs ont été extensivement Uy
étudiés. Ce sont des canaux ioniques 3 3
tétramériques possédant en postion N-"*°/f%s%
terminale  deux domaines VFT
(respectivement dénommésiD, pour
Amino-Terminal Domain ou NTD pour
N-Terminal Domain, VFT de type 1, et o
LBD pour Ligand-Binding Domain ou
ABD pour Agonist-Binding domain, ;
VFT de type 2) qui vont controlefFigure 39 Représentation schématique d’un tétramére d’un récepteur
I'ouverture du canal (Sobolevsky et a-IA.MPA(code PDB : 3KG2) dans la membrane. Tiré de Sobolevsky et al. 2009
2009, fig. 39). Les sous-unités d’'un tétramere patiétre hétérologues et au sein de chaque
famille on dénombre plusieurs sous-unités pouvassscier entre elles (Dingledine et al.,
1999).

La capacité de contrdle de l'activité du canal que provient de la faculté de laison d'un
ligand par les domaines ATD et LBD. Le domaine L#&Dpouvoir fixer un ligand activateur
et sa conformation fermée va permettre I'ouvertlreanal. Le remplacement de ce domaine
par un domaine équivalent d’'une autre famille canigne activité dépendante du ligand du
nouveau domaine introduit indiquant bien que lacsp@&é du LBD pour un ligand permet
'ouverture du canal en sa présence (Herin and ke, 2004)Les canaux NMDA étant
particulierement documentés, derviront d’exemple mécanistique

Au repos les domaines VFT sont donc ouverts sans NR1 NR2A
ligands et le canal ionique fermé En présence d’'un
ligand activateur comme la glycine ou le glutamapa, Gly
peut étre fixé par les domaines LBD des sous-uifés \
et NR2A respectivement, le canal va s'ouvrir (ff, ~
Gielen et al. 2008). Ce mécanisme de base a éfitraén
par l'introduction de résidus cystéine dans les aoes
LBD des sous-unités NR1 et NR2 permettant la feunget ~ =efeme necuf Sk
de ces domaines par formation d’'un pont disulfurieee Fisure 40 Schéma  d’activation  des

. . A , . . Fécepteurs NMDA par les agonistes glycine
les deux lobes. Cette configuration entraine K€t ., .;,..mate. Adapté de Gielen et al. 2008
constitutive du canal ionique (Blanke and Vandongen
2008). Bien que les iGIuR aient été caractérisémpnque tétrameres, I'unité fonctionnelle
de référence est le dimére (hétérodiméere NR1-NR&#sde cas des NMDA), sans doute en
raison des interfaces uniquement dimériques eare@ldbmaines ATD et LBD (Furukawa et
al., 2005). Ces interfaces sont importantes eegelbmaines LBD pour I'ouverture du canal
en permettant d’augmenter la distance relativeedes linkers reliant les domaines LBD au
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domaine membranaire lors de la liaison du ligandnege, générant ainsi la tension
nécessaire a cette ouverture (Kristensen et @6)20

bY

Pharmacological control of NMDAR activity Les domaines ATD quant a eux vont
- permettre de moduler cette ouverture en
& permettant la fixation de ligands définis comme
? des modulateurs allostériques. Le zinc en est un
® bon exemple dans les NMDA mais loin d’étre le
® seul. Cette capacité de modulation dépend du
St domaine ATD mais aussi de I'organisation
® _ hétérodimérique et est dépendante du pH, I'état
; : é& d’ionisation de la protéine ayant un impact sur
‘ sa capacité de réponse (Herin and Aizenman,
2004). Ceci permettrait une réponse a de faibles
Figure 41 lllustration schématique de la modulation variations du pH extracellulaire. De méme la
allostérique via les domaines ATD dans les récepteurs CapaCité de désensibilisation du canal (dOI’]C Sa
';':g"faA;‘éEg’;t?::_tT'ifé";:d,\‘A"::::‘t2:?"2553“”8 positive, en - rafarmeture) est liée aux protons. Le mécanisme
de cette dépendance aux protons n'est pas
encore bien défini. Cela pourrait provenir d’'uneafion au niveau de l'interface entre les
domaines ATD en facilitant sa rupture, mais senghissi se faire dans un site associé aux
domaines transmembranaires (Gielen et al., 2@8h autre cbté, des polyamines comme la
spermine pourraient avoir, au contraire, un eftgeptiateur en agisant aussi sur les domaines
ATD des sous-unités GIuN1 et GIuN2B en se fixamisdane zone d’interface entre ces
domaines et en la stabilisant (Fig. 41, Mony ef@l.1). Cette interface est celle-la méme qui,
lorsqu’elle est rompue par la fixation d’un liga@mme le zinc) dans la cavité du domaine
ATD (de GIuN2B particulierement), permet une refetane du canal. Elle est composée de
résidus chargés négativement, et sa stabilisatiotaspermine (chargée positivement) se fait
grace a une opposition de charge, permettant latirmaidu domaine ATD en forme ouverte
(Mony et al., 2011). Un modulateur allostériquéetiprodil, qui est une phényléthanolamine,
a été décrit comme interagissant avec les doma&iiés Il a été démontré récemment que
son action n’est pas une liaison directe dans Véitecd’un domaine ATD mais a l'interface
entre les deux domaines ATD d’'un hétérodimere GIENIN2B, alors que les homodimeres
ne subissent pas de modulation allostérique pte tailécule (Karakas et al., 2011).

®

®

Ifenprodil or zinc

Les mécanismes de fixation de ligands agonistesamiagonistes, ainsi que les jeux
d’interfaces entre les sous-unités, vont permdgreégulation fine de I'activité du canal
ionique. Ces phénoménes vont jouer sur la tengitne ées linkers reliant les domaines ATD
(NTD) et LBD (ABD) ainsi que les domaines LBD auntine membranaire. En efftt
tension du linker entre les domaines LBD et membraaires va permettre I'ouverture du
canal. Au contraireJa tension du linker entre les domaines NTD et LBDra induire une
refermeture du canal en rompant une interface entrdes domaines LBD relachant ainsi
la tension du linker entre ces domaines et les dwmaamembranaires qui gouverne
I'ouverture du canal (Gielen et al., 2008).
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Ces mécanismes de régulation de I'ouverture du cahpar un jeu de tension des linkers
entre domaines sont communs a la famille des iGlyPien que des différences subtiles
existent entre les différents sous-domaines alifé&rentes sous-familles. Ces différences ont
été caractérisées réecemment au niveau de leur dymaret de leur mobilité (Dutta et al.,
2012), générant des différences dans la possilditémodulation de l'activité du canal
ionique. Ceci pourrait expliquer, au moins en parties différences de cinétique et
d’amplitude d’activité des canaux ioniques dangec&mille (Yan et al., 2013). Il existe
aussi, bien entendu, des différences en terme gleesée et d’arrangement des sous-unités
(Dingledine et al., 1999), mais aussi au sein dion@ne sous-unité car un épissage alternatif
des introns générant des variants de la sous-esiitgossible et aurait une répercussion sur la
sensibilité aux différents agonistes et antagomistemme démontré dans le cas de la
potentiation par la spermine (Mony et al., 2011).

3) Un véritable parallélisme entre canaux ioniquesapteurs-kinases ?

Les capteurs-kinases bactériens fonctionnent gré¢ainement sous forme dimérique, comme
cela a été décrit pour les histidine-kinases (cB.ILes domaines Histidine-kinase), tout
comme les sous-unités des canaux ioniques ontysotdr fonctionnelle le dimeére (Furukawa
et al., 2005).Un agencement multimérique (di- ou tétramériquesemble adapté a la
signalisation et sa régulationpar des phénomeénes allostériques et des jeux rdanes
protéiques.

Cependant, dans les systemes bien documentés ld€s i€ réle des linkers entre domaines
semble important, car ils vont transmettre desrimédions de tension/relaxation, un systeme
tendu résultant dans l'ouverture du canal. Au @rdr dans les systemes bactériens ces
régions sont tres variables, et 'on peut doncefet déja se demander si ces linkers ont une
réelle importance dans la transduction de signameffet, il est difficile de conceptualiser un
mécanisme commun a la famille des capteurs-kinbsetriens qui ferait intervenir ces
linkers, au vu de leur diversité de taille partietdment entre les VFT (Jacob-Dubuisson et
al., 2012). Une transmission de tension via dekels lorsque ceux-ci sont fortement
allongés, semble peu probable. Leur état non sirictonnerait une liberté de mouvement
vraisemblablement incompatible avec une bonne rmasson dinformations entre les
domaines, et d’autant plus dans un systéme quitajuatre domaines VFT. Les mécanismes
d’ouverture d’'un canal d'une part et de régulatiione activité kinase d'autre part ne
nécessitent certainement pas le méme type de oueBade transmissiorlJne tension
symétrique suffit a ouvrir un canal, alors que la égulation d’une fonction kinase semble
difficile via ce type de mouvements« simples ». La comparaison entre les systémes
eucaryotes et procaryotes reste donc somme touteddi, méme sles jeux d'interfaces
entre les monomeres des iGIUR pour la modulation kstérique semblent une piste
privilégiée pour comprendre les mécanismes de régilon de l'activité¢ des domaines
sous-jacents Ce role des interfaces entre domaines a aussinistéen évidence dans les
récepteurs a peptides natriurétiqgues dans lesdjaets/ateur se fixe a l'interface entre les
domaines VFT (cf. ci-dessous, 4) Récepteur auxigepnatriurétiques, He et al. 2005).
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Il faut bien noter que ledomaines VFT1 entre ces systéemes sont de types @iéints (en
majorité, particulierement pour le domaine membiarximal), et doncleur topologie
(extrémités N et C dans le lobe 1 pour le type Baes les lobes 1 et 2 respectivement pour le
type 1), impliguera des contraintes différentes dans les ptéines multi-domaines
auxquelles ils vont appartenir. De méme les camiieaide raccordement entre les VFT et le
domaine transmembranaire sont différentes entresgstemes. Un segment déstructuré en
sortie du VFT suivi d’'une hélice, qui se prolongerait dans la membrane, est pdadis les
systemes bactériens alors que seul un linker adéstéuest présent pour raccorder les VFT
aux portions membranaire des canaux ioniques, uiadigbien une différence majeure dans la
transduction du signal au niveau membranaire. Camhigette transmission de signal se fait-
elle au travers du domaine transmembranaire ? @& peés critique du fonctionnement des
capteurs-kinases reste a étudier dans les systeangsiens.

Les jonctions entre les domaines sous-membrand@esystémes bactéeriens allant jusqu’a la
kinase étant généeralement considérées comme deslements d’hélices (coiled-coil), la
problématique de la longueur semble moins drastmpue la transmission d’'information. En
effet, ajouter 7 résidus équivaudrait a ajouteouts d’hélices, ce qui permettrait le maintien
de la topologie. En revanche, une possible att@matu signal par la longueur de ces
domaines devrait étre prise en compte (cf. V.Cr8n3duction du signal vers la kinase).

4) Récepteur aux peptides natriurétiques

Les récepteurs aux peptides natriurétigues (NPRriuxgtic Peptide Receptor) sont une
famille de récepteurs hormonaux impliqués par exendans la régulation de la pression
sanguine. lls sont composés d’'un domaine VFT ealitdaire glycosylé relié par un segment
transmembranaire a des domaines cytoplasmiquegnidisation dépendant de la classe du
récepteur. lls fonctionnent sous forme de dimesesane de leur caractéristique est la fixation
d’'une seule molécule agoniste pour I'activatiorrélcepteur dimérique.

“open” = native
d

conserved
? dimer
interface

(b)

f * 20A¢

20A conformational change in juxtamembrane region

Figure 42 Structure du NPR-C lié (b, code PDB : 1YKO) ou non lié (a) au peptide natriurétique atrial (CNP). Tiré de He et al., 2005
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En effet, les domaines VFT du NPR-C ont pu étretaltisés en présence du peptide
natriurétique atrial (code PDB : 1YKO0), montrane@e ligand se fixe dans l'interface entre
les VFT et générant ainsi un rapprochement structuralhgrade la membrane qui doit
permettre l'activation du récepteur. (Fig. 42, Heak, 2005). Cet exemple montre bien
I'adaptabilité des domaines VFT, ayant évolué aippermettre une fixation au niveau d’'une
interface dimérique plutdét que dans la cavité, misrae que l'on retrouve aussi chez les
NMDA.

Les VFT de BvgS seraient-ils eux aussi capabledia® un ligand dans une interface
dimérique putative ?

5) Les récepteurs couplés aux protéines G

Afin de compléter cette vue générale mais non esthasur le recrutement des domaines
VFT au sein de récepteurs eucaryotes, I'exempledmpteurs couplés aux protéines G sera
brievement discuté.

 Dans le systeme nerveux central A - B
deux grandes classes de récepteurs we :
couplés aux protéines G contenant de¥FT ‘ D |00
domaines VFT ont été identifiés. Ce sont % &€ “&* Sy
les récepteurs meétabotropiques aggrp '
GABA (metabotropic GABA receptor,
ou GABAg receptor) et les récepteurs
métabotropiques au glutamate (mGIuR)-’TM
eux-mémes divisés en 3 groupes selon
leur structure et leur activité (Rondard et
al., 2011). lls fonctionnent sous forme mGlu receptor GABA, receptor
dimérique avec les lobes 1 des domaines
VFT en interaction (F|g 43), et cettFigure 43 Modéle structurale des mGIuR (A) et des récepteurs GABAg(B).
forme est stabilisée par un pont disulfy. " ¢ ondare etal, 2015

entre monomeres chez les mGIuR.

D 4

D GABA,, GABA,,

VFT

lls sont activés en présence de leur ligand agorigiuitamate ou GABA) au travers des
mouvements des lobes des VFTs. Cependant, une atiotuplus fine est possible au travers
de diverses molécules, mais ne sera pas disclitée ic

Ces récepteurs sont phylogénétiquement liés entted® méme qu’avec les récepteurs au
gout sucré (Rondard et al., 2011).

» Les récepteurs du godt sucré (« Sweet-taste racgptoontiennent un domaine VFT
de type 1 extracellulaire relié a un domaine de dlicks transmembranaires. lls
fonctionneraient sous forme d’hétérodimeres. L'absede structure cristallographique rend
difficile la compréhension du fonctionnement designalisation par ces domaines. Seuls des
modeles par homologie avec les récepteurs NMDA dimpionibles. La diversité de taille et
de structure des molécules (petites molécules &ipes) reconnues pour le godt sucré
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implique que leur reconnaissance devrait se faaesddes sites différents et les zones
d’interaction restent hypothétiques (Zhang et24110).

6. Conclusions sur l'utilisation des VFT

Nous avons donc vu que de trés nombreux systénaes dgs topologies et des fonctions tres
variées ont recruté des domaines VFT pour leurtiomeement. La facon dont les domaines
VFT vont pouvoir réguler I'activité de ces systensemble majoritairement reposer sur deux
capacités fondamentales, la fixation de ligand®kgomérisation.

Leur capacité de fixation de ligands va permetgridtence dedeux formes : ouverte et
fermée Ces derniéregont générer des contraintes structurales différerds permettant de
modifier I'état de signalisation du systeme considéré. La présence de plusieurslasoda
permettre une régulation plus fine en permettahiaison de ligands distincts qui auront alors
des effets activateurs ou inhibiteurs selon lemezade fixation.

De nombreux systemesdécrits ci-dessugonctionnent en tant qu’oligomeres et cette
capacité d'oligomérisatiorsemble importante dans la régulation de l'activitéde ces
systemegpar effet allostériqud.es interfacesentre les différents modulesnt alors avoir

un réle clédans I'état de signalisation du systeme. Un nivdiaaomplexité supérieur a celui
d’'une simple intégration des signaux « ouverts/éerm des domaines VFT est ainsi apporté
par ces interfaces entre domaines. En effet, pgasent elles-mémes apporter une sensibilité
a certaines molécules en étant stabilisées ouldléstas par leur présence. Elles peuvent étre
directement la cause de l'activation du systemejmae dans le cas du récepteur au peptide
natriurétique ou la poche de liaison du ligandvatéur est I'interface elle-méme, ou encore
la cible d'effecteurs allostériques permettant ladmation du systeme comme chez les
iIGIuR.

Ces deux capacités ne s’excluent donc pas l'ungrégour définir I'état d’'un systéme, bien
au contraire. L'exemple des NMDA montre bien quesoat les états ligandés ou non de
chaque domaine VFT qui vont majoritairement inflger les interfaces entre domaines au
sein du récepteur complet. On peut donc envisagedgns les protéines multimériques, c’est
un positionnement différent des interfaces inter-uités qui va permettre de définir I'état
d’activation du systeme interfaces elles-mémes déterminées par ['étatlialseon des
domaines VFT.

Dans le cas de BvgS, I'état dimérique n’avait juaqécemment été confirmé qu’au niveau
de la kinase. Nous avions donc émis I'hypothese apieétat dimérique se retrouve dans
'ensemble de la protéine et est une caractéristig@cessaire au bon fonctionnement du
systeme. Cependant la capacité des domaines VABv@S® a interagir entre eux, et dans
guelle mesure, restait une énigme que nous étimmsd#cidés a élucider, étant convaincus
gue, comme dans nombreux systemes, elle ouvring@tuwoie vers la compréhension de la
transduction de signal par ces domaines.
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V. Les domaines « Per-Arnt-Sim »

A. Que sont les domainePer-Arnt-Sim (PAS) ?

Les domaines PAS sont retrouvés dans tout le reiyaat. lls ont été premierement définis

sur la base d’'une homologie et de la présence daerées répétées imparfaites d'une
cinquantaine de résidus dans trois protéines eotynommeés alors motifs PAS. Il s’agit
des protéines « Period clock » (« Per ») de laaghtoige, « Aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator » (« Arnt ») présentes chez les veselet d'une autre protéine de drosophile,
« Single-minded protein » (« Sim », Taylor and Ztnu1999). D’autres résidus, situés du coté
C-terminal de cette région, ont été reconnus corffumeant un autre motif, dénommé PAC

ou boite 3. Finalement, ces 2 motifs ne constituent qu’url seunigue domaine protéique,

le domaine PAS (Mdglich et al., 2009a).

1. Caractéristiques structurales

Il existe une trés grande variété de séquencesgiaule ces domaines, et ’homologie entre
domaines PAS est parfois presque nulles domaines sont composés d’'une centaine de
résidus et parmi eux, seuls 9 sont relativement conselizgdait, trois quarts des domaines
PAS ne contiennent que 4 a 7 de ces 9 résidus re@sset une asparagine particuliére
(parfois remplacée par une sérine) est le résiduus conservé. Elle participe au « helical
capping » , ponts hydrogene nécessaires a la tometiité et la stabilité du domaine PAS
(Kumauchi et al., 2010). Il a donc été longtemggaile de pouvoir prédire la présence d’un
domaine PAS au sein d’'une protéine sur la base akfsnconservés, mais un motif C-
terminal de séquence DIT (le résidu D étant le plusservé du motif) est assez commun dans
ces domaines (Mdoglich et al., 2009b).

Leur structure tertiaire est quant a elletrés

conservéeet permet une bonne reconnaissance
repliement (fold) PAS C’est cette structure
particuliere qui définit aujourd’hui la superfaraill
des domaines PAS. Il s'agituti enchainement
de structures secondaires B, B, Ca, Da, Ea,

Fa, GB, HP et Ip (fig. 44), qui vont permettre u
repliement spécifigue avec un feuillef3

antiparallele incluant les cing brins dans l'orée
A | H G (soit 2-1-5-4-3) flanqué par les hélices
du domaine. Les hélices varient parfois en
nombre tandis qué feuillet p est I'élément le
plus conservé(Mdoglich et al., 2009a). Une cavit§
est délimitée par ces éléments structuraux dg

|aque”e peut se retrouver un ||gand ou un (Figure 44 Représentation du domaine PAS de la protéine
PYP (Photoactive Yellow Protein, code PDB: 2QJ7). Les

facteur. structures secondaires caractéristiques du repliement
PAS sont notées de Aa l.

On retrouve souvent la dénomination « PAS-coreoydn PAS) pour les élément$ ABpB,
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Ca, Do et B ; I'hélice Fu est nommeée connecteur hélical et les 3 derniémns prforment le
« B-scaffold » (échafaud béta).

De trés nombreux domaines PAS ont été cristalligésmettant de définir cette superfamille
par une structure conservée malgré les dispargésédquences qui tendaient a les séparer.
Ainsi des caractéristiques particulieres ont détiniers membres de la superfamille des
domaines PAS et sa homenclature.

2. La superfamille des domaines PAS

Les domaines PAS sont capables de remplir divdesesions, particulierement de ressentir
un parametre physico-chimique comme la lumiéreyy@ne ou le potentiel redox. Dans ces
casils possedenun cofacteur particulier qui sera par exemple un chromophore, de 'heme
ou la FAD respectivementls peuvent aussi avoir comme ligand des moléculesssez
varieescomme le palmitate (King-Scott et al., 2011), degles di-carboxyliques (C3 et C4,
Zhou et al., 2008) ou encore un acide aminé (Glekas., 2009)..Tous les domaines PAS
ne semblent pas avoir de ligands ou de cofacteurst il est donc vraisemblable qu’ils
puissent servir de transducteurs ou d’amplificatede signal et non seulement percevoir un
signal via une molécule.

Comme nous l'avons vu, cette superfamille se défirdir sa structure. Cependatds
caractéristiques particulieres des membres de cettsuperfamille la subdivisent en
familles définies par leurs particularités, typesigal percu ou localisation.

Par exemple les domaines PAS capable de percevoimiiére sont regroupés dans la famille
desdomaines LOV (Light Oxygene or Voltage, Krauss et al., 2009grBque décrits comme
étant des domaines cytoplasmiques, des domaineseR#& cytoplasmiques ont aussi été
décrits (Chang et al.,, 2010). Il s'agit de domair@8CHE (CAlcium channels and
CHEmotaxis receptors) et des domairleSC (PhoQ-DcuS-CitA) qui malgré quelques
caractéristiques de séquences et de structuresepropnservent le repliement PAS (Méglich
et al., 2009a).

Les domaines PAS sont tres proches structuralement
des domaines GAF (phosphodiestérases spécifique
cGMP, Adénylate cyclase et FhlAig. 45) bien que tres
divergents en séquence. La difference notable as
présence de 6 brirfsdans le repliement GAF au lieu de
dans le PAS. Il arrive que des domaines annotés
possédent 6 brins béta alors que des domainesésnGat-
n'en possedent que 5, ce qui génere une certaimfasion
entre ces types de domaines. Il n'est toujourspossible
de déterminer si leurs mécanismes de signalisatat
réellement distincts et méritent la conservatiound’
terminologie différente (Moglich et al., 2009a). Ma Figure 45 Représentation d’un domaine
grande variété de processus régulés par les dosngiag SA7 sersible @ la lumiere [P, code

] _ PDB : 4GLQ). Les 6 brins bétas du feuillet
et GAF et le recoupement que I'on peut faire parmtre sont visibles en rouge.
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eux, pouvant étre présents dans une méme protdus, ne traiterons pas plus avant des
domaines GAF, non représentés chez BvgS bien disemqis dans des senseurs contenant des
domaines VFT d’architecture proche.

3. Autour des domaines PAS

Bien qu'il existe des domaines PAS isoléssontle plussouvent associés a d’autres types
de domaines au sein d’'une méme protéinelomaines auxquels ils sont souvent reliés par
des connecteurs en héliee On retrouve par exemple des domaines HAMP (Histid
kinases, Adénylate cyclases, protéine acceptariiéthyl et Phosphatases), des domaines
MCP (Methyl-accepting Chemotaxis Protein), des daes GGDEF et des domaines EAL
respectivement impliqgués dans la synthese et ldlyde du di-GMP cyclique, des canaux
ioniques, des domaines sérine/thréonine-kinasenoore des domaines histidine-kinase pour
ne citer qu’eux (Moglich et al., 2009a).

Bien que certains domaines PAS aient cristallisés $orme monomérique, ils possédent une
aptitude tres prononcée a former des oligomereseften, les domaines PAS permettent la
formation de dimeres dans de nombreux cas bientsi€optons particulierement I'exemple
des PAS associés aux histidine-kinases, Moglici.e009). Non seulement ils forment des
homodiméres mais aussi des hétérodimeres, pagtieaient chez les eucaryotes dans des
facteurs de transcription particuliers, et pernmétansi une interconnexion entre différents
régulateurs (Gilles-Gonzalez and Gonzalez, 2004ntdsh et al., 2010). Cette dimérisation
s’effectue généralement au niveau d'une petiteorégiydrophobe de la surface externe du
feuillet béta des monomeéres. Cette région est daongdiquée dans les contacts avec des
hélices flanquantes souvent retrouvées autour dedomaines. Dans un tel cas, le dimeére
s’organise parallelement de facon a ce que legmxies N-terminales des deux monomeres
soient proches (Mdglich et al., 2009a).

B. Une structure, de nombreux rbles

Malgré une structure fortement conservée, les doesaPAS sont capables de fixer divers
cofacteurs ou molécules. Cette variété impliquelgipeuvent permettre la transduction de
différents signaux pour aboutir a une fonction dgifue particuliere. Cette diversité se
retrouve dans le nombre d’organismes possédandataaines PAS dans leurs protéines et,

par ailleurs, elle s’exemplifie par la diversitéesdbbmaines couplés aux domaines PAS.

Nous nous servirons donc de quelgues exemplesilirer les divers réles des domaines
PAS dans des voies de transduction de signal at@gren explorant des aptitudes de réponse
a des signaux différents et des couplages moléesldgifféerents, bien que de maniére non
exhaustive vu leur grand nombre. Entre autres elagmis ici, citons tout de méme celui
de la sporulation cheBacillus subtilis qui fait intervenir un capteur kinase, KinA, camaat
trois domaines PAS cytoplasmiques dont les rolspeifs restent mal compris hormis leur
capacité de dimérisation qui ressort comme étamtcanactéeristique majeure de ces domaines
PAS (Eswaramoorthy and Fujita, 2010; Eswaramoaetrgt., 2009).
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1. Ecartez-vous, on sort !

Comme décrit précédemmeitgs domaines PAS ne sont pas exclusivement locadisgu
niveau cytoplasmique Cette différence de localisation reflete & nouveae diversité de
fonction de ces domaines. Cette localisation gustgue récemment mal reconnue, et seules
des prédictions structurales non basées sur I'hogiwlde séquence permettent une bonne
identification. Ces domaines extracytoplasmigeEsienten réalitéles plus représentés des
domaines extracytoplasmiques d’histidine-kinases loéérienneset seraient des domaines
PAS capables de fixer un ligand (Henry and Cros20al). Ainsi, hous verrons, au travers
de quelques exemples, différents réles de ces damai

a. Les domaines PDC

Ces domaines ont été identifiés dans les prot&eeseurs PhoQ, DcuS et CitA siesstemes
a deux composantsdont ils tirent leur nom et que nous utilisercommme exemples.

Le systéme PhoP/PhoQ est décrit préecédemment.@&2.c.1 PhoPQ). Le domaine PAS du
capteur-kinas®hoQ permet laperception de cations divalent§Cheung et al., 2008).

DcuS a été décrit cheEscherichia coli. C’est une protéine transmembranaire contenant deu
domaines PAS : un périplasmique et un cytoplasmiguévis d’'une histidine-kinase. Le
domaine PAS périplasmique permetidson d’acides di-carboxyliques(C4), alors que le
domaine cytoplasmique servirait plutdt de relaissdée transfert du signal (Witan et al.,
2012a). DcuS en présence de ces signaux va éteplpbrylé et transférer son phosphate a
DcuR qui va alors permettre l'activation de genepliqués dans le transport (notamment
ceux des transporteurs DcuB et DctA) et le métabwi de ces composés. DctA et DcuB
servent de co-senseurs au systeme DcuS/DcuR, tespeent en conditions aérobie ou
anaérobie. DctA serait capable d’interagir direeatavec le PAS cytoplasmique de DcuS
(Witan et al., 2012b).

CitA est un homologue de DcuS et interagit avec
régulateur de réponse CitB qui va permettre laledigun
de I'expression des genes impliqués dans la featient
du citrate. Son domaine PAS périplasmique
spécifiguement le citrate, [lisocitrate et [I'acide
tricarballylique (Fig. 46), tandis que la fonction d
domaine cytoplasmique n’est pas clairement défin
Contrairement a Dcus, CitA ne dépend pas de leepoés i : —
Figure 46 Représentation d’un dimeére du

de transporteurs pour son activité kinase (Sche@l.et ;. ine périplasmique de CitA (code PDB :

2012). 2180), chaque domaine PAS a piégé un citrate
(en vert).
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b. Les domaines CACHE

Les domaines CACHE ont été définis sur la baserddiogie entre différents domaines PAS
retrouvés au niveau extracytoplasmique de certginagines. lIs sont couplés a des canaux
ioniques & CZ voltage dépendant, des phosphodiestérases, dasyladé cyclases
(Anantharaman and Aravind, 2000)... Nous verronsverigent en exemples les deux
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premiers membres identifiés de cette familes canaux ioniques et les récepteurs de
chimiotaxie.

1) Récepteurs de chimiotaxie

Des domaine$?AS périplasmiquesont été décrits cheB. subtilis. Il s’agit de domaines
impliqués dans la liaison de ligandau sein des récepteurs de chimiotaxie McpA, McpB e
McpC. Ces protéines contiennamh domaine PAS extracellulaire suivi d’'un domaine
HAMP et d’'un domaine de transduction accepteur de réthyl. Le domaine PAS de McpB
est capable de lier des acides aminés, notamnesgalagine (Glekas et al., 2009). McpA
serait responsable en partie de la chimiotaxiel@oge. McpC permet a la bactérie de réagir
en présence de sucres, particulierement ceux gantseris en charge par un systeme de
transport particulier dépendant du phosphoénol@ateuMcpC serait aussi impliqué dans la
perception de certains acides aminés (Garrity et18198). lls vont ainsi permettre a la
bactérie de percevoir la présence de signaux phetis, représentant des sources de
nutriments, pour qu’'elle puisse s’y adapter en naduson attitude de nage (cf. 11.B.2.b.
chimiotaxie).

2) Canaux ioniques HERG

Des domaines PASsont retrouvésassociés a certains canaux ioniques au potassium
dépendant du voltage Il s’agit de la famille des canaux ioniques ERE&hgr-a-go-go-
Related Genes) retrouvés chez les mammiferes aaunidu coeur et dans le systeme nerveux
central. lls sont impligués dans des processugyartomme la repolarisation cardiaque,
I'excitatiblité neuronale, la différenciation cdbire et la croissance tumorale (Adaixo et al.,
2013; Shepard et al., 2007).

Bien qu’ayant servi a définir la famille demmaines CACHE qui sontextracellulaires chez

les bactéries, les domaines PAS/CACHE de ces canaont intracellulaires, mais aussi en
position N-terminale de la protéine compléte, etnpatraient des interactions avec des
protéines de signalisation intervenant dans unanivae régulation complémentaire. Il n'y a
pas de ligand dans la cavité des domaines PA&ltisés de ces canaux, mais celle-ci serait
relativement flexible et permettrait tout de ménae fixation de petites molécules. Ces
domaines conservent les caractéristiques classapisfamille, entre autres leur feuillet béta
est hydrophobe et permet des interactions prof@ioigine (Adaixo et al., 2013). Le réle
précis de ces domaines n’est pas encore élucidé baiypotheses fonctionnelles ne seront pas
discutées ici.

2. PAS, je vous « heme »

Les domaines PAS peuvent avoir comme cofacteur ureime lIs se divisent en 2 catégories
selon le type d’héme fixé: b ou c. Les PAS liant heme de type ¢ sont moins bien
caractérisés, et peuvent se retrouver au niveaaoyxbplasmique (Henry and Crosson,
2011). Nous verrons plus précisément les caratitpres des domaines liant un heme de type
b, dont le fonctionnement est bien caractérisé.
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a) PAS a heme de type b

hY

lls ont été caractérisés a partir de la protéiel, un capteur-kinase présent chez
difféerentes espéces adprotéobactéries, particulieremeRhizobium. Le systéeme a deux
composants FixL/FixJ contrdle I'expression des géamsponsable de la fixation d’azote en
fonction de la concentration d’'oxygene. En effeptasence d’'oxygene est délétere pour la
nitrogénase et dora présence d’oxygene sera percue par Fixpour éteindre I'expression
des genes impliqués dans la fixation d'azote (Mansbal., 1995). Ce systeme a été trés
étudié cheBradyr hizobium japonicum et Snorhizobium meliloti.

Un autre membre de cette famille provient de lagineDOS (Direct
Oxygen Sensor) &. coli, une phosphodiestérase régulée pa
I'oxygéne, qui va catalyser le clivage du di-GMP cyclique @BpG
(Tanaka et al., 2007). Dans les deux cas, la lhad® 'héme se fait
sur un résidu histidine conservé situé dans I'eéke (Fig. 47), et
d’autres résidus seront nécessaires a la percefitiaqyaz lié a I'hneme
(ElI-Mashtoly et al., 2008).

On peut aussi citer la protéilPAS2 qui contient deux domainey
PAS (ayant chacun un héme) et un domaine de liaasBADN. I
s’'agit dun facteur de transcription eucaryote fonctionnant e
hétérodimere avec un autre facteur de transcrigdd®NT-likel ou
BMAL1 contenant aussi 2 domaines PAS) impligué ddes

. . . Figure 47 Représentation du
fonctionnement de I'horloge circadienne. Dans ce, céest la domaine PAS 3 heme de Fixl
présence de monoxyde de carbone qui va empélcode pdb: 1LSW). En jaune le

résidu histidine nécessaire a la

I'néterodimeérisation et donc la fonction (Gilles4@alez and fixation de heme (en vert).
Gonzalez, 2004).

b) Perception de I'oxygene

De tres nombreuses études ont eté menées afinfide tBs meécanismes de perception de
I'oxygene et d’autres gaz par des PAS a héme. Mous intéresserons ici au domaine PAS
de FixL qui régule son activité kinase.

Dans ces domaines PABeme est inclus dans une pochelativemenhydrophobe, etson

fer est pentacoordiné(Gong et al., 1998). Bien que le groupement hemsegmt dans ces
domaines PAS puisse étre sous forme ferriqu&Be sous forme ferreuse @FeMéglich et

al., 2010) il semblerait que I'état rédox du feinfiue pas sur les mécanismes de signalisation
(Gong et al., 1998) ; ainsi les différences entnad et 'autre de ces formes ne seront pas
mises en exergue. Il est intéressant de noter gxidte un systéme qui percevrait justement
cette différence d’état rédox du fer de I'heme cleszbactéries du genBrucella et dont un
homologue existe chez I8srdetellae (Carrica et al., 2012; Kaut et al., 2011).

Le ligand physiologique qui inactive le systeme e## dioxygeneou peut étre le monoxyde
d'azote. L'y permet [linactivation de la forme ferreuse qui résenterait I'état
physiologique. L’affinité pour ces gaz est dangéanme attendue pour un héme dans un
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environnement hydrophobe, mais les constantes tdese d’'association et de dissociation
sont assez faibles, ce qui permettrait une medlerggulation de lactivité kinase en
empéchant un réarrangement structural trop rapideeguent (Dunham et al., 2003; Gong et
al., 1998).

La coordination axiale se fait par le groupement indazole d'un résidu histidine de
I'hélice Fo (His194 pour RmFixL, His200 pour BjFixL, Miyataket al.,, 2000). Sa
substitution entraine la perte de fixation de I'lecet génere un systéme actif par défaut qui
n'est plus régulé par 'oxygene (Monson et al.,9)9%es autres résidus en interaction avec
I’'hnéme vont quant a eux permettre de définir lasgmlité aux différents gaz qui peuvent se
lier a 'héme ainsi qu’influer sur leur cinétique €ixation et sont majoritairement situés au
niveau de la boucle liant I'hélicenFau brin @ mais aussi dans le feuillet béta (Gong et al.,
1998; Miyatake et al., 2000).

L’association ou la dissociation de I'oxygéne va &ainer un changement structural qui
sera retransmis a la kinase pour réguler son actité. Il s'agit premiérement d'un
réarrangement de la distribution des ponts hydregtre le domaine PAS et I'hnéme. Ce
réarrangement aura une répercussion sur la steuetigerait transmis au niveauldéoucle

FG du domaine PAS(un déplacement de l'ordre de 2A, Dunham et 8032. Cette boucle
serait en contact électrostatique avec le domaimes& et permettrait ainsi une transmission
directe du signal (Miyatake et al., 2000). Ce tgpaéarrangement au niveau de la boucle FG
serait un mécanisme commun aux domaines PAS a flémet al., 2009). Ceci peut étre
étendu aux domaines PAS liant un ligand dans laureesu la liaison implique 1& aussi un
réarrangement au niveau de cette boucle (Moglich Moffat, 2007; Pandini and Bonati,
2005).

Un résidu critique pour cette signalisation estrésidu arginine distal, premier résidudu
brin Gp (Gilles-Gonzalez and Gonzalez, 2005). Il s’agitrd’résidu conservé dans les
senseurs FixL de différentes especes et D@&Sadli, indiquant son importance fonctionnelle
(Dunham et al., 2003). Ce résidu va permettre uedleure efficacité de répression par
I'oxygéne comparé aux autres gaz ayant cet effeeftet, il sert a améliorer la coordination
de I'oxygene en interagissant directement avecereier (Gilles-Gonzalez et al., 2006). En
son absence, I'affinité pour I'Alécroit mais surtout la cinétique de fixationtess fortement
diminuée (Dunham et al., 2003)a chaine latérale de cette arginine se situeraitaths la
zone hydrophobe en présence d’oxygene et s’en é@dit en son absencegénérant des
ponts hydrogéne avec des partenaires différengs 4B, Gilles-Gonzalez et al., 2006). Il en
résulterait un changement conformationnel transgntésboucle FG induisant son déplacement
comme décrit ci-dessus.

Figure 48 : Alignement structural des formes
active (en vert, code PDB : 1XJ3 ) et inactive (en
jaune, code PDB: 1LT0) de FixL de
Bradyrhizobium japonicum. L’histidine 220 de
I’hélice Fa servant a la coordination axiale de
’'héme est représentée en rouge. L’arginine
distale 220 du brin GB est représentée en bleu
pour I’état actif et en cyan pour I'état inactif
(0,). Le déplacement de la boucle FG (a gauche)
est aussi visible.




Bien que les résidus décrits ici ne correspondastpla totalité des résidus impliqués dans la
perception de I'oxygene et la signalisation en déoa (Gilles-Gonzalez et al., 2006), il
s’agit des résidus les plus critiques et consem@st la substitution génére des systemes tres
peu réactifs. L’'implication d’autres résidus, sguélans la boucle FG et I'héliceaF
particulierement, dans la perception des différg@s ne sera pas discutée plus en détail.
Cette localisation se situe dans ce qui est santetibzone critique de signalisation de la
famille PAS, le « noyau EFG xGong et al., 1998).

On ne peut pas exclure que ces réarrangementsustiuc soient aussi transmis au travers de
I'hélice qui fait la jonction entre le domaine PA& le domaine kinase au vu de la

construction d’'un systeme hybride fonctionnel séitit un domaine LOV pour réguler la

kinase de FixL (cf. C. Transduction du signal, Méiglet al., 2009b).

3. Potentiel RedOx

Nous avons vu comment un domaine PAS pouvait pé&enele percevoir directement
'oxygéne grace a l'association d’'un cofacteur geethemell existe d’autres facons de
percevoir I'oxygéne en particulienia le potentiel rédox qui differe considérablementren
des environnements oxygéné ou anaérobie.

La flavine adénine dinucléotide (FAD) est sensible achangement de potentiel rédox
Ainsi, elle est réduite lorsque la concentration atygéne diminue, par diminution du
potentiel oxydant. Ce mécanisme a été utilisé gamdbmaines PAS qui ont la FAD comme
cofacteur, afin d’évaluer le potentiel redox decddlule et ainsi inférer son état énergétique
(Campbell et al., 2011).

a. Aer .
Aer Dimer

Aer est une protéine B: coli impliquée dans I'aérotaxie  _Periplasm
la motilité de la bactérie dans un gradient d’oxyaeCe

calt membrane

récepteur fonctionne en association avec les pregéie la 2 : e
chimiotaxie, bien que somlomaine PAS module de PAS%‘ & -
perception N-terminal, soitytoplasmique contrairement (monomer 1) ;oo “(monomer 2)
aux domaines de perception périplasmiques desteasp N-cap & zif‘\nMe':

de la chimiotaxie. Le reste de la protéine est Hogue ;“‘

entre ces systemes: deux segments transmembsanairg y— %;

séparent le domaine PAS d'un domaine HAMP suivi par g —

un module de contréle de la kinase CheA (fig. 49, control
Campbell et al., 2010Lorsque la FAD est sous forme %55 module
réduite, le module est actif et augmente 3§

moduler l'attitude de nage de la bactérie(cf. 11.B.2.b. la structure d’un dimére de la protéine
. . Aer. Tiré de Campbell et al., 2010.
Chimiotaxie).

Bien que la structure du domaine PAS de cette ip@tée soit pas connue, des études par
mutagenese dirigée se basant sur un modeéle stbionirpermis de montrer qles résidus
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critiqgues pour la signalisation sont situés au niveu de la boucle EF(contrairement aux
domaines PAS a heme ou la boucle FG est importaims) que dans le « PAS-core ». La
fixation de la FAD implique plusieurs résidus, éguau niveau des hélices E et F, la boucle
les reliant et le brin béta &interaction possibleentre le domaine PAS et le domaine
HAMP au niveau du feuillet béta de cette protéseenble aussicrucial dans I'état de
signalisation de la protéing({Campbell et al., 2010; Repik et al., 2000).

b. NifL

Une protéine impliquée dans la perception de I'éddbx cellulaire a aussi été décrite chez
Azotobacter vinelandii. Il s’agit de la protéin®&lifL qui va réguler I'expression du régulon
nif, de fixation de I'azote, et ainsi la productiommé nitrogénase sensible a I'oxygepar
I'intermédiaire de NifA, un facteur sigma. NifL contient deux domaines PAS, le premier lie
la FAD (fig. 50) et permet donc la perception dueptiel rédox, tandis que le second ne
posséderait pas de ligand et permettrait la tresson du signal vers le domaine C-terminal
d’interaction avec NifAEn présence d’oxygene, NifA est séquestré par Nif(Little et al.,
2011; Slavny et al., 2010).

Le domaine PAS1 de NifL est le premier domai
PAS cristallisé liant la FAD et sensible
potentiel rédox (fig. 50). La résolution de cet
structure a permis de faire uapprochement
structural et fonctionnel entre ce domaine et
les domaines LOV montrant un site de fixatio
du ligand semblable et des zones impliquées d
les réarrangements structuraux permettant
signalisation similaire, bien qu’il n’y ait pas d
résidu cystéine impliqué ici (Key et al., 2007
Ces points seront discutés ci-aprés pour

! o Figure 50 Représentation dimérique du domaine PAS 1 de NifL
domaines LOV et ne seront pas abordés ici. (code PDB : 2GJ3) lié 4 la FAD (en vert)

méme l'organisation dimérique se fait par l'intediaére du feuillet béta par des zones
hydrophobes, caractéristique classique des domRiASs

c. ArcB

Une autre fagcon de percevoir I'état rédox d’'une célle est par I'état rédox de ses
quinones C’est ainsi que fonctionrde systeme a deux composants ArcAg Anoxic redox
control ») dE. coli grace a son capteur-kinase ArcB. Cette protégeedi la membrane par 2
segments transmembranaires, contient un domaine A&dé d'un domaine « leucine
zipper » et suivi d’'un domaine histidine-kinasespdeux domaines de phosphotransfert : un
domaine receveur et un domaine Hpt (Alvarez andr@s#ics, 2010). En conditions
anaérobies le systeme est actif, ArcA va alors @i@sphorylé et permettre I'expression de
certains genes du métabolisme fermentaire et laesépn de nombreux génes du
métabolisme respiratoire.

60



L’état rédox des quinones va étre percu par le doniae PAS d’ArcB. En effet, il possede
deux résidus cystéine sensibles a I'état d’oxydatiodes quinones elles seront réduites
lorsque les quinones sont réduites, en conditioagr@bies, permettant I'activité du systeme.
En revanche en présence d’oxygene, il y aura oiymades quinones et ainsi de ces cystéines
qui vont générer des ponts disulfure inter-monomidrectivant le systeme (fig. 51, Malpica
et al., 2004, 2006).

La formation de ponts disulfure va donc modifier considérablement’agencement
dimérique de la protéine, perturbant le fonctionnenent de I'histidine-kinase qui doit
avoir une conformation dimeérique particuliére psan activité.

Anaerobiosis :b Aerobiosis

|
Mc'“ 120, 3, 0
m| m

100% 0% Kinase activity

Figure 51 Représentation schématique du fonctionnement d’ArcB. Le domaine PAS n’est pas représenté entre les
domaines membranaires et histidine-kinase, mais seulement ses résidus cystéines sensibles a I’état redox des quinones.
H D H correspondent aux résidus phosphorylables histidine, aspartate et histidine des domaines kinase, receveur et Hpt
respectivement. Tiré de Malpica et al., 2006.

4. Une idée lumineuse

De nombreux organismes sont capables de réguléairees activités en fonction de la
lumiére. Les organismes photosynthétiques sonpresiiers concernés car la lumiere est le
facteur environnemental qui a la plus grande imibee chez ces organismes, comme
Arabidopsis thaliana (Ogura, 2008), mais ils ne sont pas les seul®xiste différents
domaines protéiques capables de percevoir la lemmais un chromophore est toujours
impliqué. Les domaines PAS font partie de ces photorécepteuet sont particulierement
employés dans la perception de la lumiére bleysar I'intermédiaired’'un chromophore de
type flavine, particulierement la FMN (Flavine Mono Nucléotide} sont nommés
courammentomaines LOV (Light Oxygen Voltage). L'excitation par la lumeébleue va
former un adduit entre une cystéine conservée favme (Zoltowski et al., 2009). Un autre
type de chromophore est aussi trouvé dans ces desacide paracoumarique (ou acide
hydroxycinnamique). Ici le chromophore est lié dedn covalente au domaine PAS sur sa
cystéine conservée (Cusanovich and Meyer, 2003).
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On retrouve les domaines LOV dans les différengmeé du vivant (Krauss et al., 2009). Un
exemple intéressantutie bactérie pathogéne dont la virulence seraén partierégulée par
un systeme a deux composantsontenant un domaine LOV a été rapporté. Il s’'agit
bactéries du genrBrucella, des pathogenes animaux, et l'activation de c&esys a deux
composants par ldumiére visible augmenterait leur pouvoir infectiex, permettant la
colonisation efficace d’un nouvel hote (Kennis &rdsson, 2007; Swartz et al., 2007).

a. PYP

La « Photoactive Yellow Protein » (protéine jaulmtpactive, PYP) a été découverte chez
Halorhodospira halophila, une bactérie extrémophile halophiR/P estune petite protéine
cytoplasmique constituée d'un domaine PAS(le prototype structural de la famille,
Pellequer et al., 1998) précédé par 2 hélices alplia nous nommerons portion N-terminale
et qui interagissent avec le feuillet béta (Kumaustal., 2010). Il existe de nombreux
homologues de cette protéine dans diverses espdeser et al., 2012)Le chromophore
est l'acide paracoumarique(ou acide hydroxycinnamique) qui éi€t de facon covalente a
une cystéine située dans I'hélice d=(résidu 69 de PYP dd. halophila, Cusanovich and
Meyer, 2003).

L'état de repos dit état pG, est la forme considéréeinactive dans l'obscurité Le
chromophore subit une isomérisation trans-cis apré®xcitation par la lumiére bleue
(Amax 446 nm), son maximum d’excitation va alors ¢jganet étre décalé vers le bleu
aboutissant a un photoblanchiment. Cettalification n’est pas permanenteet I'état initial
est entierement recouvré en environ une secondbscurité (Cusanovich and Meyer, 2003).

L’acide paracoumarique forme des ponts hydrogéme & résidus critiques, une tyrosine
(Tyrd2) et un acide glutamique (Glu46). Apres isasaion en cis, I'acide glutamique va
céder un proton a l'acide paracoumarique induisantchangement conformationnel du
domaine PAS transmis a la portion N-terminale gudssocie du domaine PAS et se déplie
(Kumauchi et al., 2010). Une arginine (Arg52) esirtigulierement impliquée dans les
modifications structurales apportées apres exgoitaffig. 52). En effet le déplacement de
'acide paracoumarique aprés l'excitation relacke ponts hydrogene qu'il forme avec les
résidus tyrosine et glutamate et c’est I'argining spra pontée, les précédentes interactions
étant alors assurées par une molécule d’eau (Sobtodi., 2012).

Figure 52 : Alignement structural des formes pB
(état actif en présence de lumiére en jaune, code
PDB : 4BBV) et pG (état inactif, dans I'obscurité, en
vert, code PDB : 2ZOH). Le résidu cystéine de liaison
covalente de I'acide paracoumarique, ainsi que les
résidus tyrosine et glutamine formant un pont
hydrogéne avec I'acide coumarique dans I'état pG
sont représentés en rouge. La position de ces
résidus n’est quasiment pas affectée par le
changement d’état. L’acide coumarique et le résidu
arginine qui sera ponté dans la forme pB sont tous
deux représentés en bleu dans la forme pB et en
cyan dans la forme pG. La portion N-terminale n’est
pas représentée ainsi que la boucle FG par souci de
lisibilité.
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Cet état de la protéine avBisomere cis du chromophore est I'état actif dit étatpB, qui
permet l'interaction du domaine PAS de PYP ave@saeenaires protéiques afin d’accomplir
diverses fonctions selon la protéine et I'espeaceemée, par exemple la phototaxie cHez
halophila (Meyer et al., 2012).

b. Domaines LOV liant la FMN

Il existe une grande variété de domaines LOV liarfEMN, notamment celui de la protéine
YtvA de B. subtilis qui régule I'expression du facteur sigrad impliqué dans la réponse
générale aux stress et qui est activé par la leniksue (Moglich and Moffat, 2007).

On peut aussi citer la protéine Vivid (VVD), quinteéent un domaine LOV et régule la
production de caroténoides ainsi qu'en partie lgge circadienne chez des champignons
filamenteux (du régne déaingi) du genreNeurospora (Zoltowski et al., 2009).

Parfois les domaines LOV se retrouvent en tandammu® chezArabidopsis thaliana, ou les
phototropines 1 et 2 (Photl, Phot2) sont des presénembranaires contenant deux domaines
PAS cytoplasmiques chacun capable de lier la FM&uxei vont réguler I'activité d’'une
sérine/thréonine-kinase sous-jacente (Kaiserli.e2@09).

Ces différentes protéines joueraient leur rdle de ignalisation par lintermédiaire
d’interfaces dimériquescomme dans le cas de YtvA (Mdglich and Moffat, 200

1) Liaison de la FMN

La liaison de la FMN se fait par I'intermédiaire de plusieurs résidus(plus d’'une dizaine)
situésdans le feuilletp et dans les hélices & et Fa. Différentes structures de domaines
LOV contenant la FMN ont été cristallisés et indiguquela nature de ces résidugaussi
remarqué par alignements de séqueneefur géométrie sont tres conservegest que les
interactions sont majoritairement maintenues dassleux états de la protéine (Mdéglich and
Moffat, 2007).Le résidu cystéinepermettant la réponse a la lumiere bleue par fooma
d’'un adduit covalent (liaison thioéther) entre gpaupement sulfhydryle et le carbone 4a de
la FMN, est situé dans I'hélice lm comme celui permettant la liaison de la FAD. Cesti e
illustré par le domaine LOV de YtvA (fig. 53).

Figure 53 : Représentation des formes « obscurité » (a gauche, code PDB : 2PR5) et « lumiére » (a droite, code PDB : 2PR6)
du domaine PAS de YtvA. La cystéine formant I'adduit a la lumiére est représentée en jaune. Une partie des interactions
entre la FMN (en vert) et les résidus de la poche de fixation sont représentées en tirets bleus et sont majoritairement
conservées entre les deux formes. Les chaines latérales de ces résidus ne sont pas figurées par souci d’encombrement.



2) Réponse a la lumiére

En réponse a la lumiére, un adduit entre la FMN etune cystéine conservée se forme
Nous verrons donc au travers de lI'exemple d’YtvA haodifications impliquées par la
formation de cet adduit.

Elle induit un léger déplacement de la FMN, massrisidus permettant sa fixation au sein du
domaine LOV ne doivent que trés peu se déplacer gaucommoder a ce changement de
configuration, d’ou la possibilité du maintien digeractions (a I'exception d’'un résidu
glutamine qui formerait une interaction avec unnaodifférent de la FMN entre les deux
états). Ainsi le repliement du domaine LOV n’ess parturbé.

Les différences structurales entre les deux étatsitsient majoritairement au niveau de
l'interface dimérique. En effet, la région comprenkes brins G et Hp, I'hélice Ea et la
boucle EF s’écarte de linterface du dimeére induisant aussi un repositionnement des
résidus de la face externe du feuillet béta.

Une hélice alpha(nommée d) se trouve en position C-terminale du domaine LOVElle
est en contact avec les bring ket 1B, et les modifications de I'interface dimérique afipes
par 'excitation par la lumiere se répercutent dans cde hélice, I'écartant de l'interface
dimérique. Ce mécanisme permet la transmission de I'informatio vers le domaine sous-
jacent comme nous le verrons ci-apres. Dans le cas dA Wtg'agit d’'un domaine STAS
(« Sulfate Transporter and Anti-Sigma factor antesfo Moglich and Moffat, 2007), mais ce
mécanisme serait commun aux domaines LOV, voiie farhille PAS régulant un domaine
C-terminal (Mdglich et al., 2009b).

La formation de I'adduit entre la FMN et la cystéine conservée est réversibl@insi, les
domaines liant la FMN sont séparés en deux gramdésgories selon la vitesse de
dégradation de I'adduit formé apres excitationlpdumiére. La premiéere classe correspond
aux domaines dont I'adduit est peu stable (commedtamaines LOV1 des phototropines)
alors que la seconde correspond a ceux dont 'acdhtistable (de I'ordre supérieur a la
seconde, comme les domaines LOV2 des phototropheseux de YtvA ou Vivid par
exemple). Les particularités induisant cette défie cinétique restent mal comprises, mais
influent sur la fonctionnalité des protéines leateoant, reflétant une importance biologique
(Zoltowski et al., 2009).
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C. Transduction du signal

Il existe une grande variété de domaines associésl@amaines PAS, et I'on peut imaginer
gue les mécanismes de régulation dans des systdmesansduction de signal sont
comparables.Nous nous intéresserons ici particulierement awdomaines Histidine-
kinase (HK) dont 'activité estégulée par un domaine PASjui leur estimmédiatement N-
terminal, comme dans BvgsS.

Dan ces systemes, les domaines B&8vent étre dans une protéine soluble en posiion
terminale ou précédés par d’'autres domaines de type PA8u GAF par exemple. lls
peuvent aussi faire partie d'une protéine transmandire. Dans ce cdks peuvent étre
précédés d’'un segment transmembranairevraisemblablement replié en hélice alpha qui se
prolongerait dans le cytoplasme jusqu’au domain&.PWs peuvent ici aussi étre précédés
d’autres domaines de type PAS ou GAF, mais desd®hlpha sont régulierement prédites
comme précédant le domaine PAS (Mdglich et al.,92Dp0Ces hélices forment un
enroulement d’hélices(coiled-coil) et précedent le domaine PASomme dans le cas de
ArcB, ou on retrouve un domaine «leucine zipp€gghssiére a leucine, Alvarez and
Georgellis, 2010). Des domaines « coiled-coil »tsgpénéralement prédits en amont des
domaines PAS dans les systémes membranaires auscopl moins de confiance et
permettraient I'intégration de signaux provenant dela partie N-terminale de la protéine

Les domaines PAS sont généralement suivis d’hélicedpha (souvent nomméesa,
Mdoglich et al., 2009b) qui, dans notre cas d'intésé prolongent dans le domaine DHp
(Dimérisation et Histidine phospho-transfert) dunddne Histidine-Kinase sous-jacent. Elles
sont aussi prédites comme damaine « coiled-coil »enroulement d’hélices). Le terme de
« Signaling Helix » (hélice de signalisation) a @®posé pour cette jonction entre les
domaines PAS et les domaines HK. Elle ne seraitipét®e a la jonction entre ces domaines
mais permettrait, entre autres, la liaison entnexddomaines PAS (via I'hélicen,Jbien que
les périodicités soient parfois différentes, vahdessous, Moglich et al., 2009a) ou avec
d’autres types de domaines a activité enzymatiquente les domaines GGDEF. Ainsi les
différents domaines de la protéine s’organiserdiernbng d’'une colonne centrale d’hélices
alpha (Anantharaman et al., 2006; Moglich et &Q9a, 2010).

1. Enroulements d’hélices

Nous allons donc voir tout d’abord comment se defent lesdlomaines « coiled-colil »lls
sont trés répandus dans la naturet permettraient de nombreuses fonctions distinctes
Une de ces fonctions serait donc la transmissiosigieaux pergus en amont vers un domaine
histidine-kinase (Méglich et al., 2009b).

Ces domaines ont été définis sur la base des dtitama entre 2 hélices alpha décrivant des
domaines nommeés leucine zipper »et retrouvés dans de nombreuses protéines. it slag
motifs structuraux particuliers constitués de répéitions de 7 résidus(environ 2 tours
d’hélice) suivant un ordre particulier nommées hdps, couramment représentées par les
lettres « abcdefg »lls permettent une interaction dimérique entre leshélicesvia les
résidus « a » et « d » de I'heptade (fig. 54), gdeéent hydrophobes, sur le modéle « a-a’ d-
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d’ » mais des interactions a-d’ peuvent aussi arflsur

la stabilité du coiled-coil (Grigoryan and Keating,
2008). Des altérations de la périodicité de 7 resid 04
interviennent aussi dans cette stabilité, dénommées
« stutters » et « stammers » et correspondent a des

délétions de 3 résidus (abc) ou 4 résidus (degure 54 : Représentation schématique

. L e L. de I'interaction classique entre les résidus
respectivement. Des répétitions de 11 ou 15 rédtiSq'un coiled-coil dimérique. L'épaisseur du
aussi été décrites qui permettent une organisagiprirait reliant les résidus diminue avec la

. . profondeur. Tiré de Grigoryan and
coiled-coil (Parry et al., 2008). Keating, 2008.

Ces domaines coiled-coil permettraient une trarsionsmécanique en agissant comme des
batonnets rigides (Mdglich et al., 2009b). Noussoéressons au modele dimérique au vu
du fonctionnement dimérique des histidine-kinaseaismil existe des organisations

multimériques d’ordre supérieur, possiblement jissqun hexamere. Des agencements entre
différentes organisations peuvent étre étendusadenf périphérique et des organisations

contenant jusque 12 hélices ont été recensées ¢Mig and Woolfson, 2009).

Les domaines DHp des histidine-kinases fonctionnelent aussi sur ce modele
(Anantharaman et al., 2006). La liaison avec uiednéomme I'hélice d d’'un domaine PAS
au travers de ce type d’enroulement d’hélices sendanc naturelle afin d’influer sur
I'activité du domaine kinase en fonction des signprésents.

2. Transduction entre deux domaines senseurs

Un domaine coiled-coil peut donc se situer entodm®aines senseurs, particulierement entre
deux domaines PAS. Les mécanismes d’intégratiosighal provenant du domaine amont

sont encore mal connus. Il semble évident qu'@léasse au travers des héliceed suivant

les regles de périodicité des domaines coiledjgodsiblement en incluant des altérations
comme les stutters et stammers (fig. 55, Moglical.e2010).

linker >4 PAS i+1 >

< PAS | 'L‘ Figure 55 Exemple d’un
032949 MYCLE 241 ENGEVLVCSDYTRLLRVERRE---—--—--—-——- QTUVALLEEGVIVL alignement de protéines
QZEMC -"_METHJ 349 OFILCIYNDETDLETY IEEN-——~—=—————a——- ETEVSENPYAIFTL contenant p|u5ieur5 domaines
P\ITXGFJ_I'TARRV 106 DSLVVTLIRDVSELKRAEQKF-=———-=—=—————- RGLLESAPDAIVIV pAS. Le motif DIT de fin du
F\lRFDE_SHESW 912 IERARAGIYSDITVQRLLEDEVKLL-—--——-—————- AQAFENTSEGVLIL premier domaine est encadré
QBTQA"Q_MET}-\C 689 PVRIRGTTODITDLRIVEERIKTL---——=——-——~ ANIVESSLDAVGTL en rouge. Les différences de
QOOXM2 IDILO 659 RRTMEGTLSDISRLVSSEERITML——--———————- ASSITNISDGICIE taille entre les linkers de la
i’il'\.f’GSi_)ES‘J'v’ 263 ARGLVGIITDITGREKQAEDALRRVEARRI-—————- RALVHNASDGEESV yaleur d’une heptade sont
A3ESX6 9BACT 110 RIGEFMVAVRDIS === FVTLESIGDAVVTT représentées par les fléches
FIXL BRAJA 118 ARHLSGIFLDIDEEKQVEGALRTRETHL----—-- RSILHTIPDAMIVI rouges. Adapté de Maoglich et
Al1ZD2 O_QSPHT 500 PYMYMAVRFDITLQKNFETRLKQOQVLELNDY-——-KFALDA-RAIVAMT al., 2010.
QGHDZ?_EACHE{ 209 VQGAFAIFHDITEVVDLAEEVTDLEEIQTLL----EAIINSSEEAISVV
Q4 6AU1_METBF 142 ATHEQGVVLDITRREKKGEEELEETIKMOKVL-=---ITAVNNSPAVVELW
-Q48MD7_P5E14 151 ITGYLLIGTDNTARKEQEEEAQALLDQRLRDOOFYTRSLIESNIDALMMT
B3CS5 4_METMJ 105 AGERLARFRDVTPERDEAVRRAWEESARVGAESVETAVGELVPYGEWVC
F‘.C‘YMH&J_QCYJ‘-\N 247 PLEMIGFHOQDISERKENELINQOMTDDLERSEAKFRGAFDTITAGMCLV
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Il a été démontré que le coiled-coil formé par lite Ju (particulierement ses résidus

hydrophobes) a un rdle important dans I'état deaigation du domaine PAS en aval et donc
certainement dans l'intégration du signal proverduntdomaine amont (Diensthuber et al.,
2013). Différentes expériences d’échanges de d@waau sein d’'une méme protéine ont
permis de montrer que leur positionnement influelsur capacité de signalisation (Kaiserli

et al., 2009; Mdglich et al., 2010).

3. Transduction du signal vers la kinase

Nous avons donc vgu’en présence d’un signal spécifique, les domainé®AS subissent

un réarrangement structural. Dans un modéle dimérique @8 sont suivis d’hélices dites

Ja, ces dernieresont déplacéespar les modifications structurales du domaine PAS
(Diensthuber et al.,, 2013; Mdoglich and Moffat, 2D0Zes mécanismes permettant la
régulation de domaine sous-jacensemblent commun a la famille des domaines PA&S et
permis la création de systémes hybrideatrtificiels, régulés par un domaine PAS

Par exemple, un domaine LOV d'une protéine de plamtété couplé a un facteur de
transcription dE. coli et montre une liaison spécifique a 'ADN en prégenie lumiere
(Strickland et al., 2008). Cet exemple frappanisiite bien la modularité et la conservation
des domaines PAS entre les difféerents régnes danviet un modele de régulation par
allostérie commun a un grand nombre de protéinede gbrocessus. D’autres exemples de
régulation d'un domaine enzymatique par la lumigrdce a un domaine LOV sont
disponibles, notamment celui d’'une activité dihydlate réductase (DHFR, Lee et al., 2008).

Un de ces modeles hybrides va particulierement mtégesser, il s'agid’'un couplage entre

le domaine histidine kinase de la protéine Fixlde B. japonicum et le domaine LOV de la
protéine YtvA deB. subtilis. En effet, cette protéine a permis de prouvepfetionnement
de la transmission de signal entre un domaine PASe histidine-kinase au travers d’'un
domaine de type coiled-coil. La protéine de fusiésultante, nommée YF1, correspond a la
fusion du domaine PAS de YtvA sur I'hélice grécédant la kinase de FixL apres le résidu T
du motif DIT conservé, marquant la fin du domainASP Cette protéinepossede les
propriétés d’'inactivation de la kinase de FixL maisen présence de lumiéere et non plus
d’oxygéne Par ailleurs I'ajout de 7 résidus (une heptadeajsd’hélice & semble influer sur
'activité nette de la kinase, reflétant peut-éwe mécanisme d’atténuation lors de
I'allongement du domaine coiled-coil de I'hélice. Leci peut aussi étre lié au fait qu'une
heptade ne correspond pas tout a fait a deux thigtices (Mdglich et al., 2009b).

La structure compléte de cette protéine de fusiogtéa trés récemment obtenue par
cristallographie dans son état normalement aaifisd’obscurité (fig. 56, Diensthuber et al.,
2013). Sur cette base, les auteurs proposentéaganisme de transmission du signal entre
le domaine PAS et le domaine histidine-kinase audvers de mouvements de torsion /
rotation (et donc compatible avec la régulation de I'atéiKinase par des mouvements de
rotations des hélices du domaine DHp décrit en 1L, fig. 14). Ces mouvements seraient
enclenchés par la perception d'un signal par le aoen PAS, subissant aloran
réarrangement structural qui seraitinitié dans la zone critique de signalisation, le

« noyau EFG »(Gong et al., 19983t répercuté au niveau C-terminaldu domaine comme
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une modification de la position relative des hélicesa (fig. 57). Ainsi, le signal serait
transmis au domaine DHp par les domaines coiled-dgbignant ces domainesEn effet,
aucun contact direct n’existe entre le domaine RA% domaine catalytique, excluant une
régulation par des interfaces entre ces domainesefit donéee mouvement du domaine
DHp qui induirait un réarrangement structural, modulant son interaction avec le
domaine catalytique et l'accessibilité de [I'histidie phosphorylable et donc I'activité

kinase.

Figure 56 A : Représentation schématique de I'organisation des domaines de YF1. B : Représentation de la structure de

YF1 (code PDB : 4GCZ), dans son état a I'obscurité, actif. Le code couleur est représenté en A. Sont visibles en bleu, la

FMN dans le domaine PAS et I’ADP dans le domaine CA. Tiré de Diensthuber et al., 2013

Ce réarrangement structural pourrait entrailaedéstructuration partielle de la fin de
I'hélice a2 du domaine DHp juste en amont du domaine catalytique (phénonobservée
dans un des monomeres d'YF1). Ici,ntebilité du domaine catalytique serait accrue et
permettrait l'interaction entre le site actif et I'histidine phosphorylable, et ainsi la
réaction de phosphorylation Les mécanismes de modulation de l'interactiomeeitbmaine
catalytique et domaine DHp et le mécanisme de wéstation influant sur la mobilité du
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domaine catalytique ne sont pas exclusifs et lasttaction du signal pourrait faire intervenir
chacun d’eux (Diensthuber et al., 2013).

Le capteur-kinase VicK, impliqué dans la régulatim la virulence et dans la survie de
Sreptococcus mutans , une coccobactérie a Gram positif responsablia darie dentaire, a
aussi été cristallisé avec ses domaines PAS et Hddé&e PDB : 415S). L'agencement des
domaines le long d’'une colonne vertébrale en heliapha y est retrouvé et donc les
mécanismes de régulation décrits ci-dessus peétentonservés (Wang et al., 2013).

Figure 57 Représentation schématique du réarrangement structural des hélices Ja entre les états a I'obscurité (a
gauche, code PDB : 4GCZ) et a la lumiére (a droite, modeéle obtenu par homologie). Le code couleur est le méme que
celui de la figure 13 et les tirets représentent I’axe de symétrie du dimeére. Tiré de Diensthuber et al., 2013

D’autres types de mouvements sont susceptibles déguler une activité kinase et ainsi
des mouvements de piston et de cisaillement orsi &tes décrits. Lenécanisme de pistora

été décrit dans la kinase de NarX par exemplereftgeartagé avec Tar, un récepteur de la
chimiotaxie, ou encore TorS, un autre capteur-lin&e type de signal serait transmis au
travers de la membrane et relayé par un domaine PIAMNs les cas décrits et aurait
'avantage d’étre moins sujet a I'atténuation quaignal de type rotation (Falke and Erbse,
2009). Unmécanisme de cisaillemeninduit par la fixation de ligand au niveau de dama
périplasmiques a été décrit dans un capteur-kidaBethetaiotaomicron. Les domaines DHp
seraient alors en tout ou partie séparés empéuhatet phosphorylation (Lowe et al., 2012).
Bien que ces protéines ne comportent pas de dorR&iBe ces types de mouvements sont les
seuls, hormis la rotation, décrits comme suscegstidbe moduler une activité kinase.
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VI. Objectifs de la these

BvgS est un capteur-kinase hybride, prototype d'grende famille de systeme a deux
composants possédant des domaines VFT périplassni@wgS contient aussi un domaine
PAS qui ne semble pas présent dans tous les menibrestte famille, créant possiblement
une distinction entre des sous-familles de ce tgeapteurs-kinases. Cependant, et bien que
la présence de ces trois domaines senseurs pwi@itiieconnue depuis plusieurs années, tres
peu d’informations structurales et mécanistiqued dsponibles.

Notamment, le systtme BvgAS semble actif dans dedittons normales de culture, alors
gu’aucun ligand activateur du systéme n’est corinexiste différentes molécules capables
d'induire un état d'avirulence chez leBordetellae, particulierement du complexe
bronchiseptica. A nouveau, aucune information n’est disponible Isusite d’action de ces
molécules, ni sur les mécanismes permettant legepgon. La seule hypothese formulée est
celle d’'une interaction des modulateurs de la fi@mdu nicotinate avec les domaines
périplasmiques.

Par ailleurs, la fonction du domaine histidine-k@anécessite une interaction dimérique, des
domaines DHp particulierement, pour maintenir i\dt# et aussi permettre sa régulation. Or,
il nexiste pas de description de I'état oligoméeqde BvgS au niveau de ses domaines
senseurs. Cependant, les domaines VFT et PAS scomitimrus comme possédant une faculté
de dimérisation dans divers systemes indépendants.

Ainsi, nous proposons d’étudier les caractérissqdes différents domaines senseurs afin de
déterminer les mécanismes de perception et dedwatisn des signaux qui pourraient étre

intégrés au niveau de ces domaines. Pour ce faies allons étudier ces trois domaines

senseurs dans l'ordre de I'organisation de BvgSeas$eportions N- vers C-terminales afin de

répondre a certaines questions.

Les domaines VFT sont connus pour leur capaciféxdigon spécifique d’'un ligand dans leur
cavité induisant un mouvement de fermeture enttgslaleux lobesQuelles sont les
molécules percues par les domaines VFT de BvgS ?r@ment se définit I'état actif de la
protéine face aux conformations de ces domainesthe famille de systémes bien étudiés
comportant deux domaines VFT en tandem, les iGlaRgémontré une organisation
dimérique (et méme tétramérique) de ces canauguesi Cet agencement est permis, entre
autres, par des interactions dimériques entredesathes VFT1 et entre les domaines VFT2.
Ces interfaces entre domaines sont trés importalates la régulation du systemees VFT

1 et 2 sont-ils en interaction au sein d’'un dimérsupposé de BvgS ? Si tel est le cas,
quelle est I'importance des interactions dimériquesntre ces domaines VFT pour la
perception et la transduction du signal ?

Les domaines PAS cytoplasmiques sont tres souagrabtes de fixer une molécule ou un
cofacteur pour la perception d’un signal partiayllden qu’un ligand ne soit pas décrit pour
tous les domaines PAS étudiés. Dans de trés nombras, particulierement lors de
I'association de ces domaines a un capteur-kinasegpacité de dimérisation des domaines
PAS est un point crucial dans la régulation duesyst associd.e domaine PAS de BvgS
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est-il capable de fixer un ligand ? De quelle nat&? Comment s’organise le domaine
PAS de BvgS ?Ce domaine est par ailleurs le dernier domaineesgnavant le domaine
histidine-kinase. Il doit donc étre capable d’im¥gles signaux provenant des domaines en
amont pour les transmettre a I'histidine-kinasepdurrait percevoir un signal propre qui
permettrait de contrebalancer les signaux amonnwmpoint de contrbéle ultime de I'activité
de la kinase sous-jacent@omment les signaux amont peuvent-ils étre intégrégar le
domaine PAS ? Comment sont-ils retransmis vers leothaine histidine-kinase ?

Enfin, BvgS est sensible a la température. La zienperception de ce facteur reste inconnue
et ainsi nous nous sommes intéressés a la penmseddoce facteur et sa capacité de
modulation de la virulence de la bactérie.

Fixation de Interfaces

Ligands? dimériques?
Figure 58 Représentation schématique de
BvgS et sa composition en domaine. Le
nom de chaque domaine est noté en noir

VET1 ?2 — sur la gauche, HisK représente le domaine
/ ) l histidine-kinase. La membrane externe
: (ME) est figurée ainsi que la membrane

? >
VFT2 - interne (MI). Les points d’interrogation

ME

rouges représentent des ligands putatifs.
MI Les points d’interrogation et doubles
fleches bleus indiquent des interactions

? . .
e possibles. En vert, les zones possibles de
PAS ? <> perception des modulateurs.

HisK

Receveur
Hpt

Pour répondre a ces diverses questions, nous avend des études vitro sur les domaines
de perception de BvgS isolés sous forme de praté@eeombinantes. La résolution de la
structure de ces différents domaines permettradedtifier des caractéristiques particulieres
qui pourraient étre nécessaires a la fonction diieaye. Ces protéines recombinantes ont
aussi été utilisées dans diverses techniquescpligtement des expériences de Thermal Shift
Assay, afin d’identifier un ligand putatif.

Nous nous sommes aussi basés sur des connaissaqoeses sur d’autres systémes, et par
homologie nous avons cherché a vérifier si ces nigcees peuvent s’appliquer a BvgS. Nous
avons donc aussi entrepris des travaukacterio, en substituant des résidus possiblement
impliqués dans les mécanismes de perception etotratisduction dans la protéine BvgS
compléte afin de vérifier le phénotype de mutamtses résidus. Ceci est possible par suivi
d’'une activité enzymatique reflétant l'activité d’'ypromoteur d’'un gene de la virulence,
particulierement d’'un geneag tardif, la toxine pertussique ou d’'un gevegy précoce, la
FHA.
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VII. Etudes des domaines VFT de BvgS

Lors de mon arrivée au laboratoire, une étude gmittaon périplasmique de BvgS avait été
entameée. En effet, bien que la présence de dom&R&sau sein de BvgS soit reconnue
depuis plusieurs années, les informations dispesilsur ces domaines senseurs sont trés
limitées voire inexistantes, comme nous avons pwde précédemment. De nombreux
domaines VFT, particulierement de transport, ont §ite cristallisés et leur structure
déterminée, ce qui n'était pas le cas de ceux dgSBRar ailleurs, la cavité de la majorité des
différents domaines VFT connus présentent des téaistaques nécessaires a la liaison de
leur ligand, et ainsi les domaines VFT 1 et 2 dg®Bdevraient aussi pouvoir fixer un ligand
au vu de la trés forte conservation de leurs cavd@ sein du complexe génétique
« bronchiseptica » (Herrou et al., 2009). Nous avons donc cherch&actaiser les domaines
VFT de BvgS, quant a leur potentielle liaison dligand et leur structure. J'ai ainsi pu
participer aux travaux de caractérisation de cesailoes.

A. Etudes des cavités et des résidus conservés

Malgré I'absence de ligands activateurs connus reaidement de modulateurs négatifs,
’lhomologie des domaines VFT de BvgS avec des VIa$siques de transport nous a laissé
supposer qu’'ils seraient capables de fixer un tigparticulier qui modulerait I'activité de
BvgS. En effet, qu'il s’agisse d’un ligand activateou inhibiteur, il est possible que son
action se fasse au travers de sa fixation danaviéécdes domaines VFT, comme dans le cas
des iGluR, ou des ligands activateurs et inhibgtesgr fixent dans I'un ou l'autre des domaines
VFT pour jouer leur role. De plus, la cavité desnaines VFT de BvgS est trés conservée au
sein du complexedronchiseptica, laissant supposer qu’elles ont une réelle impoda
fonctionnelle et doivent étre maintenues pour Raigt du systéme (Herrou et al., 2009). Nous
nous sommes donc intéressés premiérement a lad@ation de ces domaines quant a leurs
cavités et la potentielle fixation de ligands, aigg’a la détermination de leur structure
particulierement celle de VFT2. En effet, la pro&irecombinante VFT1 s’est averée
beaucoup moins stable et donc plus difficile aaiéer.

1. VFT2, un domaine atypique

Ces travaux ont été valorisés par la publicatiamdirticle dans le journal PNAS présenté ci-
aprés (Herrou et al., 2010) dans lequel je suisrsb@uteur co-équivalent avec les Drs.
Coralie Bompard et René Wintjens.

a. Periplasmic domain of the sensor-kinase BvgS revealew paradigm for the
Venus flytrap mechanism.
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b. Résumé
NB : les figures et tableaux mentionnés corresponaeelles de l'article ci-dessus.

Dans ce travail, des protéines recombinantes gmneant a chacun des domaines VFT1 et
VFT2 ont été produites afin de déterminer leur capade fixation de ligands en utilisant la
technique du Thermal Shift Assay (TSA) et j'ai partciper au criblage des molécules par
cette technique. Selon ce test, qui consiste amekutempérature de dénaturation thermique
d'une protéine seule ou en présence d'un liganeénpiel, la protéine recombinante VFT2
semble beaucoup plus stable que celle de VFT1 aatéglus difficile a travailler. Cette
technique n’a pas permis la mise en évidence dgamdél potentiel pour VFT1. Au contraire,
VFT2 s’est avéré étre stabilisé par des molécutasnee le nicotinate et des analogues de
cette molécule, possédant un cycle aromatique etgrnoupement carboxylate, a des
concentrations millimolaires relativement élevéescds composés (Table 1). Ces composés
ont tous été décrits comme modulateurs de la vioéleheB. pertussis. Ainsi, il semblerait
guele VFT2 soit le site de fixation des modulateurs mgatifs de la virulencede ce type. En
revanche, le sulfate de magnésium n’a pas eu t’stébilisateur sur VFT2. Ceci n’exclut
cependant pas qu'il puisse se fixer a VFT2 sanstdbiliser de facon détectable dans les
conditions testées. Ceci serait d’'ailleurs suggé@rela réponse de Bvg$Hza aux deux types
de modulateurs (voir ci-dessous).

La protéine recombinante VFT2 a pu étre cristadlie¢ sa structure a été résolue. Ceci a
révélé un repliement classique de VFT de type 2c @&/lobes séparés par une charniére de
deux brins béta délimitant une cavité. Au seinelteccavité, deux molécules d’acétate et une
molécule de glycérol, venant certainement du milige cristallisation, sont piégées.
Cependant, ces molécules interagissent avec unlasella la fois et majoritairement par
l'intermédiaire de molécules d’eau. Ainsi, il seetalit que ces ligands soient fortuits et non
spécifiques. Ainsi, de facon intéressamtegdomaine VFT2 a cristallisé sous forme fermée
en absence d’'un ligandvéritable qui stabiliserait cette forme par de®ractions avec les
deux lobes (Fig. 1)Ceci s’écarte du paradigme de fonctionnement dees domainesavec
une forme ouverte non ligandée et une forme feligéadée.

Grace a la résolution de cette structure, nous sayannous intéresser a la cavité de ce
domaine. Cette cavité possede un potentiel éle¢atigse fortement positif (Fig. S3), ce qui
est assez inhabituel dans la famille des VFT. Ursti#ution simultanée de deux résidus de
cette cavité en résidus glutamate (chargés négagivg dans BvgS a donc été entreprise afin
de dissiper ce potentiel électrostatique4E + Qus1E). Le mutant de BvgS ainsi obtenu chez
B. pertussis était incapable de répondre a la modulation negdtrig. 2). Ces substitutions
ont alors été introduites dans la protéine recoarim J'ai donc pu participer a sa production
puis aux expériences menees avec cette protéineapacité de fixation des modulateurs
négatifs a été testée par TSA et a montré I'indépale cette protéine recombinante a étre
stabilisée par ces modulateurs. En revanche, pettgine est plus stable que la protéine
sauvage dans la condition de référence, sans dgtdee a des ponts hydrogéne
supplémentaires créés entre les deux lobespotentiel de la cavité est donc important
pour la perception de ces modulateursEn effet, il y a une certaine complémentaritéelgr
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potentiel électrostatique positif de cette cavitéeegroupement carboxylate des modulateurs,
qui doit étre chargé négativement en conditionsnades. Le domaine VFT2 recombinant
ainsi substitué a aussi pu étre cristallisé. Laldé®n de sa structure a a nouveau montré un
domaine fermé sans ligand spécifique dans sa cawdés seulement des petites molécules
provenant de la liqueur de cristallisation (Fig).S4

L'importance d’un autre résidu de la cavité a apssétre démontrée. En effet, la substitution
du résidu k17 en une alanine génére un mutant de BvgS hypebdergsia modulation et dont
l'activité basale, en absence de modulateur, esbviton 50% celle du sauvage. Cette
substitution a aussi été réintroduite dans la pretéecombinante et ainsi j'ai participé aux
différentes expériences menées avec cette conetrutes expériences de TSA ont suggéré
une diminution de la stabilité de cette protéine pgpport au VFT2 sauvage dans les
conditions normales. Cependant, la stabilisationl@sa modulateurs négatifs (nicotinate et
apparentés) s’'est avérée bien plus efficace sue qabtéine. Un mutant généré par
substitution par une alanine d'un résidu tres peoékpo, S’est avéré avirulent, et la protéine
recombinante associée est fortement déstabilisgmréellement restabilisée par ajout des
modulateurs en TSACeci indique une grande importance de cette régiode la protéine,
caractérisée par un « turn », dans la fixation des modulateurs et I'actrité de BvgS

Nous avons alors tenté de cristalliser la prot&itkd 2r3;:74 €n présence de modulateurs
négatifs stabilisant fortement la protéine. Malle&isement, aucune des conditions de
cristallisation testées n’a permis d’obtenir dastaux, ne nous permettant pas de définir le
site de fixation de ces modulateurs.

2. Résultats complémentaires

Bien que nous ayons pu obtenir la structure du duen®FT2 et démontrer sa capacité
d’interaction avec les modulateurs négatifs deitalence de type nicotinate, le réle et la
structure du VFT1 restaient mystérieux. Ainsi, élifntes expériences de perturbation de la
cavité de ce domaine ont été conduites par Julemnod afin de comprendre son importance.
Les substitutions de certains résidus de cavitgeddomaine ont généré des mutants de BvgS
ayant des phénotypes distincts de la protéine ga/\e@mme une incapacité de réponse aux
modulateurs ou une perte totale d’activité, indiguane certaine importance de la cavité du
VFT1 bien que difficilement explicable (données npubliées, these de doctorat de J.
Herrou).

Ces données ne seront pas reprises en détail ags, cartaines substitutions de la cavité du
domaine VFT1 seront réutilisées dans des expéseunltérieures et les phénotypes induits
par les mutations seront alors rappelés. Les expggs menées dans l'article ci-dessus I'ont
été sur la souche d& pertussis Tohamal, dont la sensibilité aux modulateurs esindre
comparée a la majorité des souches du compiexachiseptica. Les expériences suivantes
ont été faites dans la méme souche a I'exceptionedsubstitution dans BvgS, au niveau du
résidu 705, ou la lysine est remplacée par un agidamique, conférant une sensibilité
accrue aux modulateurs comme décrit précedemmienii (&.2.).
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a. Conservation de résidus dans la famille de VFT.

L'importance de la cavité des domaines VFT de Begfu étre démontrée sans toutefois
permettre une association claire entre les diftSr@hénotypes observeés et la fixation d’'un
ligand, particulierement au niveau du VFT1. La t&nvdu VFT2 semble importante pour la
fixation de modulateurs négatifs de type nicotinatais les modalités de fixation et le site de
liaison n‘ont pas pu étre définis. Les concentretiamillimolaires de ces modulateurs
nécessaires au passage en phasé Bugcontraste avec les affinités des domaines 8T
transport pour leurs ligands respectifs rapportdass la littérature, indiquent que les
modulateurs utilisés en laboratoire ne seraienbgisement pas les ligands naturellement
percus.

Nous nous sommes alors intéressés a la consendiogsidus au sein de la famille des
domaines VFT de type 2 de diverses origines, imgkgdans le transport et particulierement
dans la signalisation. Les résidus les plus coésesont une glycine et une proline (fig. 59)
qui dans le cas de VFT2 de BvgS est en conformaimm@u niveau du béta hairpin présent
dans le premier lobe des domaines VFT. Cependastrésidus particulierement conservés

doivent avoir une grande v y
. VvFT2 BP1877 VEANBEEAPHF TEFRTBEGFEG BIsAAvLQLL
|mp(?rtance structurale pour la VFT2 PP2100 ABDEABAPHL SYFDDEGHER [BITADLLELI
protéine. Par exemple, dans la VFT1 BP1877 V=====PP=F ==TY==E==E =LTADYMAI |
, . . VFT1 PP2100 T PPHF TGGENDYQ EBLTAEYANLI
farmlle de_s th|oredoxmes, UM vET2 AP_002970 ENPEYSPPEY SMTDENGSVR BVMGDILNI I
résidu cis-proline a été VFT1AP_002970 VIII==AT=L ==TD==Q==R =INADYLNLL
. . . VFT1 TM1040_1030 VBWTEAPPEM spDAEGAPs BFTVELAQML
déemontre essentiel pour le'yer, ypa 001728 ABESYTEPGHL VPFSAENTNK BFTHDLLSLI
repliement correct de |8Figure 59 Alignement entre les VFT 1 et 2 de BvgS de B. pertussis Tohamal (BP1877),
protéine et sa fonctionles VFT 1 et 2 d’EvgS d’E. coli K12 (AP_002970), les VFT 1 et 2 d’un capteur-kinase de

. Pseudomonas putida KT2440 (PP2100), et d’un VFT de capteurs-kinases de Ruegeria

(Charbonnler et al., 1999)sp. TM1040 (TM1040_1030) et de capteur-kinases de Photobacterium damselae

Ainsi. ces résidus n’ont pas étsubsp. damselae CIP 102761 (VDA_001728). Les résidus proline (P, et P3;o des VFT 1
)

o, R et 2 de BvgS) et glycine (Gg; et G33; des VFT 1 et 2 de BvgS) conservés sont indiqués
ciblés par mUtageneseu par des fleches rouges.

résultat attendu étant une perte totale de fonci@BvgS par mauvais repliement.

Ce sont des résidus tryptophane qui ont retenwe rettention. En effet, on retrouve tres
frequemment ce type de résidus au niveau des bdlicet C-terminales des domaines VFT.
Bien gu’ils ne soient pas conservés a 100%, leeswésidus retrouvés en leur lieu et place
sont aussi assez souvent des acides aminés aroestifjg. 60). Ainsi, six résidus
tryptophane ont été identifiés dans ces zones BagS. Les résidus W et Wsg ont été
substitués ensemble en alanine et les résidps, Wz, Wsas et Wsss ont été substitués
séparément en alanine. Les résidug, W»so Wao2 et Weo5 Semblent étre les plus conservés.

¢ ¢ ¥ ¥

VFT2 BP1877 PAYSAREQaW HEHE LAs|ISRWRG SPERERTENA

VFT2 PP2100 LALSAAEQaowW HEE LGV INNRWRG FERHEBDNSK
VFT1BP1877 VALDGDDWRW HEE HRSLIYRWG: -HEESH-2E8
VFT1PP2100 PULTREQRQW HEE RSsI|FKrRWS: SHEEEE-EEE

VFT2 AP_002970 LELTEHEKQW HEE VLRLTEKWIK MENVENDEWD
VFT1 AP_002970 LRLSNKELRW HEE RYEvSanwL- -HEEES-EEB
VFT1 TM1040_1030 - 5- - =5- 5- - HEE LGALREKYLL ANNESE-EEE
VFT2 VDA_001728 | KAENKLTKV HEE 1SoLRKKYQP SHUEEKEGFDEE

Figure 60 Alignement entre des VFT de capteurs-kinases de différentes espéces (identiques a celle de la figure
précédente). Les résidus tryptophane les plus conservés (Wsgz et W,5,du VFT1 de BvgS et W;g, et Wi, du VFT2 de
BvgS) sont indiqués par des fleches rouges. Les résidus W58 (VFT1) et W525 (VFT2) sont indiqués par des fleches
bleues. La colonne bleue « --- » indique une portion de séquence non représentée dans chaque protéine.



b. Matériel et méthodes

La démarche expérimentale est celle décrite damotet al., 2009. Etant utilisée pour les
constructions des différentes souches substitugies BvgS, le principe de cette technique est
repris ici. Les substitutions sont générées par R8&auchantes en utilisant des couples
d’amorces spécifiques contenant la substitutiorbi@au 1). Typiquement les amorces UP et
LO contenant la mutation sont utilisées en PCRyeetsvement avec les amorces LO et UP
du fragment du domaine senseur ciblé. Ces deuxiemngl sont alors utilisés ensemble
comme matrice pour réassembler la totalité du feagnportant la mutation, en utilisant les
amorces UP et LO dudit fragment (Spel UP-BamHI L&urpVFT1, BamHI UP-Bglll LO
pour VFT2, Bglll UP-Xbal LO pour le domaine PAS,bl@au 1). Lorsque la substitution se
situe dans une zone trés proche ou a l'intérieun@’de ces amorces d’amplification des
domaines, elle est simplement remplacée par I'aencoatenant la mutation.

Tableau 1 Liste des amorces de PCR utilisées dans cette étude

Amorces Sequence Notes
BvgSpel UP 5-ATACTAGTGGAACTGATAGACCTCGCCAA-2

BagBamHI LO 5-TAGGATCCCAGTCCCCAGCGGTAGATCA-3'
BvgBamHI| UP 5-TAGGATCCAGCATTTCGCTCGATTTCG-3

Amplification du domaine VFT1

Amplification du domaine VFT2

BvgBaglll LO 5-GGTAGATCTCGTTGCGGTAGG-2

Bvaba UP

5-ACCGLAACGAGATCTACGT G-

5 TATCTAGAATGTCGCCTATCAGC 3 Ampiification du domaine PAS

5-TCGACGGCGACGATGGACGTGCACTGGCCCGCAAG-2

IUtiIisees avec le couple Spel-BamH|

5-CTTGCGGGCCAGTGCACGTGCATCGTCGCCGTCGA-3

ﬁAGGATCCCAGTCCCGCGCGGTAGA?CAG-Q‘ Jutilisée en 'emglacerr‘er‘! de BamHI UP

=-> - -

5 TGGTCTGCCATCGCTTGCTGOTCG0 2 IUtiIisees avec le couple BamHI-Bglll

5-ATCATCAGCCGTGCTCGAGGCAGCGAC-

IU!iIisees avec le couple BamHI-Bglll

5-GTCGCTGCCTCGAGCACGGCTGATGAT-3'

5-GGTAGATCTCGTTGCGGTAGGCATATGCGGTGCGCGGA-3' lu%ee en remplacement de BamHI UP

Apres vérification par séquencage, la portion doegévgS contenant la substitution est

ensuite réintroduite dans un plasmide (pUC19-Bvg§montenant la majeure partie du locus
bvgAS (de BvgA au domaine kinase de BvgS) découpé esettas de restriction permettant
des échanges de fragments codant, grossierememtlggodifférents domaines senseurs (fig.
61). Les portions de BvgA (cassette EcoRI-Speldetdomaine kinase (cassette Xbal-
Hindlll) permettent I'échange allélique chBzpertussis par recombinaison homologue apres
réinsertion dans le plasmide mobilisable pSORT-BrgS (fig. 62).
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HK 31043775

Figure 62 Représentation du plasmide pUC19-Bvg permettant I'échange entre les cassettes des domaines senseurs.
L’origine de réplication (pUC Ori) et le géne bla (Bla (AmpR)) de résistance a I'ampicilline sont représentés. La portion de
bvg$S (Bvgs (part)) est représentée avec les différents domaines protéiques contenus : le peptide signal (SP), les domaines
VFT1 et VFT2, le segment transmembranaire (TM), le domaine PAS et le domaine histidine-kinase complet (HK).
Représentation créée a partir du logiciel Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html)

Bvg Smos 368213068

1350.. 1417 GentaR

Figure 61 Représentation du plasmide
pSORT-BvgSmos. La portion EcoRI-Hindlll
provenant du plasmide pUC19-BvgSmos est
représentée en rouge. L'origine de
réplication (OriR) et I'origine de transfert
(OriT) sont annotées. Les génes de résistance
a la gentamycine (GentaR) et l'alléle sauvage
de la sous unité ribosomique rpsL de B.
pertussis (rpsL  (StrS)) sensible a Ia
streptomycine sont représentés en bleu. Les
autres génes codés par le plasmide ne sont
pas représentés ici.
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Le plasmide pSORT-BvgSmos est alors transféré pajugaison bactérienne d’'une souche
E. coli SM10 donneuse vers une souchddpertussis Tohamal contenant une large délétion
dans BvgS et résistante a la streptomycine (déatdas Herrou et al.,, 2009). Les
transconjugants sont sélectionnés pour leur résista la gentamycine et leur sensibilité
augmentée a la streptomycine indiquant l'insertionplasmide. L’événement d’excision du
plasmide est sélectionné par récupération de iataése a la streptomycine et perte de la
résistance a la gentamycine. Cet évenement perituée bonne intégration du fragment
bvgAS muté ou un retour a la souche délétante origiratesi des PCR de vérification de
linsertion sont effectuées et le fragment conténkn mutation est aussi amplifieé et

reséquence.

Lorsque la virulence de la souche Tohamal délétasiteestaurée par réintroduction du locus
bvgAS la sélection est possible par reapparition déntiblyse en milieu gélosé (milieu
Bordet-Gengou agar complémenté par 10% de sang algom frais). Si la substitution
empéche I'activité du systéme, il n’y a pas d’hémelsur boite et la production de BvgS est
vérifiée par Western blot.

Une fois la souche recombinante obtenue, un nouptmmide est intégré a son génome,
contenant le géne codantflegalactosidase en fusion transcriptionnelle avegemevag, le
plus fréiquemment avec le géne codant la sous-8ditde la toxine pertussique ou celui de la
FHA. Ces plasmides et leur utilisation sont déatédas Antoine et al., 2000.

Les souches dB. pertussis substituées sont cultivées en milieu Stainer-Setslpplémenté
ou non avec différentes concentrations de modutateégatifs pendant 16 heures environ
pour obtenir une densité optique a 600 nm de 126 Eles sont ensuite récoltées et lysées
afin de suivre I'activité enzymatiquegalactosidase comme décrit dans Antoine et al020
Les expériences sont réalisées en triplicata & plartrois clones distincts.

c. Résultats et discussion

Les résultats d’'activit-galactosidase d’une fusion transcriptionnelle aesous-unité S1
de la toxine pertussique des différentes soucHhestituees pour les résidus tryptophane ciblés
sont représentés en figure 63. lls indiquent Raigtidu promoteur de la toxine pertussique
(PTX).

Les résidus 4, Wsg et Ws, ne semblent pas avoir un réle important dansrdetionnement

du systeme BvgAS. En effet, l'activité de base enditions non modulée ainsi que la
réponse aux modulateurs sont assez semblablesea del BvgS sauvage. En revanche les
substitutions des autres résidus engendrent dempipes distincts.
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Figure 63 Activité B-galactosidase représentant I'activité du promoteur de la toxine pertussique des différentes souches
substituées dans les codons tryptophane indiqués, en comparaison avec BvgS sauvage (WT). 0 est la condition en
absence de modulateurs, MgX représente une condition en présence de X mM de MgSO, et NicX représente une
condition en présence de X mM d’acide nicotinique. Les barres d’erreurs représentent I’écart-type entre trois
expériences distinctes. lllustration réalisée a partir du logiciel GraphPad Prism (http://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/).
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La substitution du résidu ¥ génére un mutant capable de répondre a des cosi@ms
relativement faibles de modulateur, que nous daadiis d’hypersensible. Bien qu'il
permette une activité basale normale, I'’hypersditsilo’un tel mutant tendrait a montrer que
ce résidu Wgo permet une certaine robustesse de la conformatitive face aux modulateurs
négatifs de la virulence. Ainsi, on peut supposer ¢e résidu est impliqué dans le maintien
de la conformation active de BvgS. De facon étotejace résidu du VFT1 génere une
hypersensibilité au nicotinate, percu par VFT2. @eut alors supposer que VFT1l va
influencer la sensibilité du domaine VFT2 et auasitrs aussi un réle dans la modulation.

La substitution du résidu W génere une souche totalement avirulente, bienByg& soit
détectable dans les fractions membranaires. Lig&tdu promoteur PTX est en-deca du seull
de détection (non représentée), indiquant soncriigue pour le maintien de la conformation
active de BvgS.

Le résidu W,s quant a lui, serait impliqué dans la transmisslormessage négatif. En effet,
le mutant maintient son activité basale a un niveawnal mais il devient incapable de relayer
linformation négative fournie par I'acide nicotinie méme a une concentration de 20 mM
(non montrée) définissant un mutant non modulaBien gu’il soit encore capable de
répondre au MgSg) il faut des quantités largement supérieures Besceliécessaires a la
modulation de la bactérie sauvage. Le nicotinaaatgiercu par VFT2, ce résidu permettrait
donc de relayer le message négatif percu a cewmidarevanche, le mode d’action des ions
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sulfates pourrait étre difféerent, et par exemplecpepar plus d'une région de BvgS,
permettant a un tel mutant de pouvoir encore peiceses signaux bien gu’avec une
efficacité moindre.

Ces résidus tryptophane sont donc conservés pommaistien de I'activité ainsi que de la
capacité de modulation. Etant localisés au nivelaélides N- ou C- terminales, ils ne seraient
pas impliqués dans la perception directe des mtalukmais plutdt dans la transmission des
signaux entre les VFT et les domaines cytoplasmigu@activité du mutant \B4A, résidu
situé dans la derniére hélice périplasmique et afdisjonction avec le segment
transmembranaire, indiquerait qu'un « message #ifppovient de la portion périplasmique
de BvgS pour maintenir son activité. La nature deressage serait conformationnelle Le
résidu Wizs permettrait la transmission de ce message aueief@ériplasme et ainsi en son
absence ce message serait « perdu », rendant Bagi8.i

3. Combinaison de substitutions

a. Contexte

Les résultats précédents ont donc permis de défesrrésidus importants pour l'activité de
BvgS au niveau des cavités et dans des zones diojorentre domaines. Les mécanismes
permettant I'explication des phénotypes obtenutenésobscurs. Il semblerait que certains
résidus de cavité soient nécessaires a la peroegéosignaux, en particulier des signaux
chimiques ayant un effet négatif, tandis que lesdts conservés des jonctions seraient
impliqués dans la transmission de ces signaux. &émmieux comprendre ces mécanismes
ainsi que I'mportance relative de VFT1 et VFT2 slda perception et la transduction du
signal, des expériences de combinaison de sulimtisutont été entreprises. En effet,
'apparition de phénotypes hypersensibles ou nodutadles dans les différents mutants nous
a amené a penser que la combinaison de substgugingendrant ces phénotypes opposés
permettrait de définir un phénotype dominant etsiaimdiquer des priorités dans la
signalisation. On pourrait supposer que le message I'ordre des domaines du N- vers le
C-terminus et que chacun soit un « point de coatsdindépendant dans la transmission de
signal, comme dans le cas des iGIUR ou grossiéitetaeXiFT2 en présence d'un ligand
activateur ouvre le canal alors que le VFT1 va pauinterrompre ce signal activateur en
fixant un antagoniste.

Ainsi la substitution WA du VFT1 (hypersensible) a été combinée avec destisutions de
cavité soit dans VFT1 (« D1on » 347 + Y176A) soit dans VFT2 (« D2on » 3fE + Que1E)
générant un BvgS mutant incapable de répondre andulateurs chimiques. De méme, la
substitution WsA du VFT2 (insensible) a été combinée a une sulbistit de cavité générant
un mutant hypersensible dans VFT2s;(K). Enfin, les substitutions dans la cavité du
domaine VFT1 rendant la bactérie non modulable (&b dans la cavité du domaine VFT2
rendant la bactérie hypersensible a la modulatienA) ont été combinées pour définir
limportance relative des cavités dans lintégmtidu signal (négatif particulierement).
Notons qu’en plus de son hypersensibilité, la sulgtn du résidu k7 engendre aussi une
diminution de I'activité basale de plus de 50% (idaret al., 2010).
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b. Résultats et discussion

Les phénotypes des mutants quant a l'activité dmpteur de la sous-unité S1 de la toxine
pertussique dans les différentes conditions sqmésentés en figure 64.
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Figure 64 Activité B-galactosidase des différentes souches issues de combinaisons de substitutions dans une expérience
représentative.

De facon intéressante et inattendue, la réponsdifiésents mutants aux deux modulateurs
utilisés est souvent dissociée. Ceci semble a rauwveliquer des mécanismes de perception
distincts de ces deux types de modulateurs.

La combinaison « WA + D2on », génere un mutant incapable d’étre mdghar I'acide
nicotinique mais modulable par le sulfate de maigimés L'incapacité de perception du
nicotinate du mutant D2on ne peut donc pas étrdrelosancée par I'hypersensibilité
conférée par la substitution ¥A du VFT1. Ceci confirme que le domaine VFT2 dams ¢
mutant est modifié de telle sorte a étre incapabke fixer l'acide nicotinique,
vraisemblablement a cause de la perturbation denfiet électrostatique de sa cavité comme
discuté dans l'article. Cette mutation semble auaieffet plus modéré pour la perception du
MgSQO,, on peut donc imaginer que celle-ci se fasse roitement dans la cavité du VFT2
mais aussi a un (des) autre(s) niveau(x) de laépmt d'ou une capacité de perception
restaurée par rapport a I'hypersensibilité a ce utaddur d’'un mutant oA isolé. On
pourrait alors supposer que le mutant « D2on » seitl en réalité toujours capable de
répondre au MgS©Obien que dans une moindre mesure que BvgS sauliageensibilité
résiduelle de ce mutant BvgS n’apparaitrait quiss glaute concentration de ce modulateur.
Pour vérifier cette hypothése il aurait fallu plates substitutions de BvgS-D2ons{fE et
Q461E) dans le contexte de BvgS sensibleo) comme dans le cas de la combinaison
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WogoA+D20n. Malheureusement, cette expérience n'a p#&s néenée pour tester ces
suppositions.

En combinant WA avec Dlon, on retrouve un phénotype trés prochepkiénotype
sauvage. |l semblerait donc que les substitutiopsA\et D1on n’affectent pas directement la
perception des modulateurs, mais plutdt dans ladigpde transmission des stimuli négatifs.
Ainsi les phénotypes de chaque substitution sépaeéeompensent et on retrouve un
phénotype sauvage. La mutation D1on empécheraibanee propagation du signal négatif
probablement en rendant la conformation inactives @ifficile a atteindre. Le résidu )4
conférerait une certaine robustesse a la confoomaittive, permettant de la maintenir face a
de faibles concentrations de modulateurs, et smerede favoriserait I'adoption de la
conformation modulée inactive.

La combinaison entre D1on egifA pourrait confirmer I'implication des substitutiorde
Dlon pour entraver la transmission du signal nédatirni par le nicotinate. En effet, la
substitution B;7A favoriserait la fixation du nicotinate dans VFTQr, ce double mutant est
incapable de répondre a la présence de ce modul@eupeut donc proposer que d'une
certaine facon le domaine VFT1 influence la trarssion du signal négatif percu par VFT2
malgré sa position distale dans 'ordre supposéatesmission du N vers le C-terminus de
BvgS. Ce mécanisme pourrait rappeler le controtgaxpar le VFT1 sur I'activité du VFT2
dans les iGIluR. En effet, dans ce cas, le VFT1ali&on antagoniste va empécher la
signalisation positive du VFT2 lié a I'agoniste.péadant, les roles des VFT 1 et 2 seraient
ici inversés, VFT2 permettrait I'intégration d’uigsal antagoniste qui va inactiver le systeme
tandis que VFT1 maintiendrait I'activité du systepermettant une certaine robustesse de la
conformation active.

La capacité de ce mutant a répondre au MgSporte a nouveau I'existence de plusieurs
sites de perception de ce modulateur et il esicddfde pouvoir tirer une conclusion a ce
stade. On peut imaginer que la conformation indpgtela substitution 4r7A soit plus proche
de la forme inactive et que cette conformation satiieinte en présence de faibles
concentrations de modulateurs dans ce cas, alersegusubstitutions de D1lon, au contraire,
forcent I'activité du systeme. La combinaison debssitutions ramenerait I'équilibre du
systeme plus proche de I'état sauvage.

La combinaison entre WA et Fz17A génére a nouveau un mutant incapable de répandre
I'acide nicotinique. On peut donc confirmer I'impamce du résidu Ws dans la transmission
du signal négatif « nicotinate » percu par VFT2. éifet F;7 permettrait plus facilement
'accés a la conformation inactive en améliorantpkrception du nicotinate, mais cette
information ne serait plus relayée en absence siduéd\s,s. Ce mutant est hypersensible au
MgSQO;, la perception de ces ions reste une enigme mnadevient évident qu’elle ne se ferait
pas par le VFT2 ou du moins que l'importance de f[grception a ce niveau est mineure.
Dans un tel cas de figure, le réle du résidspaBerait de transmettre I'information négative
(fixation du nicotinate) percue par le VFT2, maes résidu ne serait pas impliqué dans le
relais de l'information « MgS©», percue a un autre niveau de BvgS. Alternativeia
conformation négative induite par ce modulateuiedif de celle induite par le nicotinate et ne
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nécessite alors pas le résidgM\pour étre relayée, bien que percu par le domafE2VDes

mécanismes divergents dans la transduction dewigmégatifs semblent tout de méme plus
difficilement vraisemblables car ils impliqueraienies changements de conformation
différents aboutissant a un méme résultat. Paeuadl les modulateurs de type acide
nicotinique et MgS@® sont capables d’avoir une action synergique. Hat,efajout de

concentration sub-modulatrice de chacun de ces as@sp(par exemple 1 mM d’acide
nicotinique combiné a 10 mM de sulfate de magnésipenmet le passage en phase Bvg-
(non montré) ce qui plaiderait en faveur de zones pérception distinctes pour ces

modulateurs.
4. Premiers éléments de réponses et nouvelles question

Les différentes expériences menées jusqu’ici ommise de définir les prémices des
mécanismes de signalisation par les domaines psnpdjues de BvgS. Premiére découverte
importante la perception du nicotinate se fait au niveau du VIF2. Bien que le site précis
ne soit pas défini, les substitutions D2on et/A semblent indiquer quéa cavité est
impliquée. Le sulfate de magnésium serait percu dans urm itk, voire plusieurs, et les
mécanismes de sa perception restent a définir.

Le résidu W5 va permettre la transduction du signal négatifcetinate » et permettre le
passage en phase Bvhe domaine VFT1 va aussi jouer un réle dans la trasduction de

ce signal « nicotinate » la composition de sa cavité semble importanter pme bonne
transmission du signal négatif et le résidugypermet un maintien de la conformation active
de BvgS en lui conférant une robustesse face gmask négatifs percus par VFT2.

Enfin, le résidu Wss est essentiel au maintien de I'activité du systélinse situe dans la
derniere hélice périplasmique qui doit se prolondans le segment transmembranaire et
possiblement dans le cytoplasme jusqu’au domain®. R&tte longue héliag permettrait la
transmission des signaux depuis le périplasme lesrdomaines sous-jacents. On peut donc
supposer quin message positif provient du périplasme pour matenir le systeme actif

Le résidu W35 serait impliqué dans le couplage de 'hélice desadomaines périplasmiques
pour la transduction des signaux percus dans patesAinsi, en son absenuoette hélice se
retrouverait dans une conformation rendant BvgS inatif car elle est libérée des
contraintes activatrices fournies par les domaine¥FT et relayées par W3s.

On pourrait alors imaginer VFT1 comme un « accédéa» et VFT2 comme un « frein » du

systeme. En absence de nicotinate, VFT1 fournitnessage positif (sous la forme d’une
conformation active) et VFT2 laisse passer ce ngesssositif. Lorsque le nicotinate est

présent, VFT2 va alors percevoir ce message négatifontrebalance le message positif du
VFT1, et c’est I'intégration de ces deux effets d@iermine I'activité (fig. 65).
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Figure 65 Représentation schématique des domaines périplasmiques de BvgS dans la réponse a I’acide nicotinique. Les
résidus W280, W525 et W535, importants dans la transmission des signaux, sont indiqués. Les fleches rouges indiquent
un stimulus positif et les fleches vertes indiquent un stimulus négatif. Le symbole ? “+” ? indique un stimulus positif de
nature inconnue représentant I'implication du VFT1 dans le maintien de I'activité. Le symbole “@” représente I'absence
de modulateurs. L’acide nicotinique est représenté par sa formule moléculaire. Les tirets bleus montrent la continuité de
la protéine vers les domaines non représentés, Kinase « ON » ou « OFF » représente I'activité du domaine kinase ou son
inactivité (ou activité phosphatase). La membrane interne (Ml) et la membrane externe (ME) sont représentées.

Nous avons donc pu démontrer que les domaines VET 2 de BvgS étaient tous deux
impliqués dans l'intégration d’'un message négatifaetransmission apres sa perception par le
domaine VFT2. Cependant, la capacité dinteracemtre ces domaines n'a jamais été
démontrée, bien que nous ayons pu voir que certa@isisus semblaient nécessaires a la
transmission des signaux et donc sans doute d'eriaime facon a la communication inter-
domaines.Comment les répercussions de la captation du nicotite vont-elles se
propager du domaine VFT2 vers le domaine VFTlet vice versapour inactiver le
systeme? Dans le cas des iGLUR, le domaine VFT1 est dapdd réguler l'activité du
domaine VFT2, mais il n'y a pas de données indituae régulation du domaine VFT1 par
le domaine VFT2. Ainsi BvgS représenterait un mégaa distinct dans lequel les domaines
VFT sont capables de s'influencer 'un l'autre ddes deux senQuelles particularités
structurales permettraient cette interconnexion ?Ces questions fondamentales trouveront
guelques éléments de réponse dans la partie seivant
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B. Etudes de la portion périplasmique compléte

Nous avons ainsi déterminé la structure du dom¥iR€2 et identifier ce domaine comme
site de perception des modulateurs négatifs deurtdlle du nicotinate. Différents résidus
impliqués dans la transduction du signal par lemalnes VFT ont aussi pu étre identifiés.
Cependant, la structure du domaine VFT1 ou de Rigoopériplasmique complete reste
inconnue et pourrait aider a I'identification degéaganismes de perception et transduction du
signal par ces domaines.

1. Une organisation dimérique originale

La structure du domaine VFT1 isolé n'a jamais ét#eoue. Cependant la portion
périplasmique compléte a pu étre cristallisée pdied Herrou avant qu’il ne quitte le
laboratoire, et sa structure a finalement pu éésolue assez tardivement grace a une
collaboration internationale. Ainsi, nous nous sa@arhaseés sur cette structure afin d’étudier
la relation entre cette structure et la fonctiorcee domaines.

a. Extracellular domain of BvgS sensor-kinase: a navagigm for signaling in

Venus flytrap receptors (article en préparation)
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Abstract

Two-component systems are major signal-transdugtaihways for bacterial adaptation to
environmental stimuli. The perception of a chemioalphysical signal by the sensor-kinase
triggers its autophosphorylation. The phosphorybugr is then transferred to the cognate
response regulator to mediate the appropriate agapgsponse. The two-component system
BvgAS controls the virulence of the whooping cowgfentBordetella pertussis. BvgsS is the
prototype for a family of sensor-kinases that harlygeriplasmic bi-lobed Venus flytrap (VFT)
perception domains in tandem. BvgS is active inbésal state, and its activity is down-
modulated by specific molecules binding to the memb-proximal VFT2 domain. We
describe here a new, homodimeric architecturehferperiplasmic moiety of BvgS, with highly
intertwined polypeptide chains. We also deciphahedbasic principles of signal transduction
by this protein. Mechanical tensions generated hg periplasmic domain provide
conformational signals that are transmitted to kimase domain. Generation of an activating
signal by the native, unliganded conformation of fheriplasmic domain involves specific
interactions between the two polypeptide chainshef dimer. Generation of an inactivating
signal induced by chemical modulation involves aéda set of interactions both intra- and
inter-chains, indicating increased conformatiomaision. Tight interactions between the VFT
domains of the BvgS dimer thus determine an orlgiigmaling mechanism.



I ntroduction

Two-component sensory transduction systems regalatiety of physiological processes
in response to environmental chandésThey are abundant throughout the phylogeneti tre
except for mammals and represent major signal drast®dn systems in bacterfd. Two-
component systems are typically composed of twdeprs, a trans-membrane sensor-kinase
activated by environmental stimuli and a responsgulator mediating phosphorylation-
dependent effects® Auto-phophosphorylation of a conserved cytoplashiis residue of the
sensor-kinase is followed by transfer of the phosghgroup to a conserved Asp residue of the
response regulator. The phosphorylated responsdlateg mediates a specific, frequently
transcriptional, cellular response There is considerable diversity among two-compone
systems regarding domain composition and orgaoizatf- A subset of eubacterial two-
component systems harbor tandem extracytoplasmiud/dlytrap (VFT) sensor domains,
similar to ionotropic Glu receptors (iGIUR) in higgheukaryote& ™2

Bordetella pertussis, the whooping cough agent, colonizes the uppepinasry tract of
humans™. Transcription of its virulence regulon is posiiy regulated by the two-component
system BvgAS, resulting in the infection-proficieBig" phase'**> Atypically, the Bvg
system appears to be active in its basal stateutittpecific stimuli, while negative modulators
of its activity have been identified in laboratargnditions, such as nicotinate or SiOns at
millimolar concentrations®.

Bvgs is the prototype of a large family of bacteXi&T domain-containing sensor-kinases
whose molecular mechanisms of signal perceptionti@mgduction remain largely unexplored
12 VFT domains have a bi-lobed structure with twobitejaws delimitating a cavity’™*
They exist in open and closed conformations tharaonvert by clamshell motions. Typically,
binding of a ligand in the cavity stabilises thesgd conformation, which triggers downstream
events such as transport or signaffigThe periplasmic moiety of BvgS is composed of two
VFT domains, VFT1 and VFT2, joined by a single sraembrane segment to the His-kinase-
containing cytoplasmic moiety. We have establistieat the active VFT2 conformation is
closed without dona fide ligand, and that nicotinate binding to VFT2 negeali regulates the
systen’™. This contrasts with eukaryotic iGIUR, which aatiated by agonists binding to the
second VFT domaift-

In this work, we describe the structure of therenpieriplasmic domain of BvgsS, revealing a
new homo-dimeric architecture formed of two highiyricate protomers wound around each
other. The inter-monomer interfaces are larger thase within each monomer, and the largest
inter-domain interface is that between VFT1 of eastnomer and VFT2 of the other. The
VFT2 cavity is closed, as in the structure of thelated domain, while VFT1 is wide open.
Site-directed mutagenesis demonstrated the critidab of open and closed conformations of
each VFT and of inter-monomer interfaces for sigmahsduction. BvgS represents a new
paradigm for VFT-containing receptors.



Results
Structure of the periplasmic domain of BvgS

The periplasmic domain of BvgS (residues Ala29-141)5vas produced iBscherichia coli
and crystallized as a recombinant protein with Gt 6-His tags at the N and C termini,
respectively (Fig. 1). The structure was solvedateesolution of 3.1 A (Table 1). The N-
terminus (residues 29-35), and the C-terminal re@iesidues 542-545) could not be resolved.

Two BvgS homo-dimers are found in the asymmetrit. BvgS forms intricate butterfly-
shaped dimers in which the A and B polypeptide mhaire twisted around each other. The B
factors are on average larger for the B chain, thedtwo chains overlap with an RMSD of
0.822 A. A two-fold symmetry axis runs paralleltb@ long axis of the dimer. The N termini of
the two monomers are located on the outer surfateeodimer, and their C termini forion
helices at the membrane-proximal end of the stractlihe B factors of the top region of the
VFT1 domains are considerably larger than thos¢hef VFT2 domains in the membrane-
proximal part of the dimer (Fig. S1).

VFT1 and VFT2 adopt typical Venus flytrap architees consisting of twa/ domains
called lobes 1 and 2 (L1 and L2) separated by t. dileey have similar topologies with two
crossings between the lobes. In both chains, VIETdpen and VFT2 is closed. The hinge is
formed of anti-paralleg-strands in VFT2 and extended loops in VFT1 (Fig.l2 each chain,
VFT1 and VFT2 are joined by a surface-exposed likespssSekes) With a high B factor
(Fig. S1). The structure of VFT2 in the BvgS dinehighly similar to that of the isolated,
monomeric domain (pdb code 3MPK; rmsd of 1.043 Anwghain A, 1.143 A with chain B),
except that the opening angle between the two lsbgightly lower in the dimer than in VFT2
alone (31.9°+0.2 versus 38.8°) and the hairpinsk£8lyss; is more structured. Non-protein
electronic density in the VFT2 cavity could not &tgributed at the current resolution. In the
monomeric VFT2 structure, acetate and glycerol owés from the crystallization medium
were fortuitously trapped in the cavfty

In contrast to VFT2, VFTL1 is open, with angles betw lobes of 55.8° and 49.4° for the A
and B chains, respectively. The VFT1 cavity is otéel toward the hinge of the VFT2 domain
of the other chain, with a conservgdhairpin (Pher~Leugs) extending from the edge of the first
lobe of VFT1 (VFT1-L1) towards VFT2 (Fig. 3A). Theavities of the VFT2s are oriented
toward the lasii-helix, H19, of the opposite chain.

H19 is joined to VFT2 by a loop hereafter called @t loop (Arg.~Prossy) that strongly
interacts with the VFT2 domain of the opposite oh@ig. 3B). A Trp residue, conserved in
the BvgS family, Trp535, anchors the N terminusHif© to helix H16 in VFT2-L2 of the
opposite chain by forming pi-stacking interactioméh Phe and Tyr residues (Fig. 3B). The
rest of H19 might not be in a native orientatioacéuse the transmembrane and cytoplasmic
domains of BvgS are absent from the recombinartejro



Interfacesin BvgS

Extensive surfaces are buried within the dimer, swer-chain interfaces are considerably
larger than intra-chain interfaces. For the desiompbelow, VFT1, VFT2 and the Ct domain
(Ct loop + H19) encompass residues 33-292, 293-84d,528-546, respectively. Interfaces
between analogous domains are found only onceeinlither; the others are present twice (AB
and BA). Most interfaces contain networks of H b®mid/olving main-chain and/or side-chain
atoms.

The largest interfaces are those between VFT1 efatiain and VFT2 of the other (VFT1
VFT2® and VFTE-VFT2%), burying 2 x 1029 A Major zones of contact involve the two lobes
of VFT1 interacting with the hinge region of VFTRIg. 3A). Other large interfaces are those
between both lobes of VFT2 of one chain and thddbtain of the other, burying 2 x 688 i
total (Fig. 3B). In addition, there is a directdnichain H-bond interaction between VFT1-L2
and the Ct loop.

The interfaces within each chain are less exten@eeveen VFT1 and VFT2, 664%/are
buried per monomer, with both lobes of VFT1 contartVFT2-L1 (Fig. 4). The intra-
protomer interface between VFT2 and the Ct domairiniited to 228 A per monomer.
Similarly, rather small surfaces are buried betweemesponding domains in the dimer. The
VFT1 domains interact with each other éelices H8 (Fig. 3C), burying 399°Ainterfaces
between the VFT2 domains (226)4nd between the C loops (153) Are stabilized by Van
der Waals interactions only.

Role of inter-lobe mobility

To investigate the importance of clamshell motitoxsBvgS activity, VFT1 and VFT2 were
locked in closed conformations by generating didalfbonds between their lobes, as
previously described for iGIuRE*® The corresponding point mutations were insenéal the
chromosomalbvg locus by allelic exchange, and the effects of shbstitutions on BvgS
activity were measured by usindaaZ reporter gene under the control of the Bvg-regdlate
promoter as if”.

The VFT1 domain was modeled in closed conformatmidentify positions for disulfide
bond formation. The resulting variant Byg&c-ni177chad a barely detectable activity, but this
phenotype was reverted after addition of a redu@ggnt, TCEPjn vivo, as well as the
response to negative modulation (Table 2; Fig. $83ulfide bond formation in the Bvg
variant was verified by immunoblot analysedopertussis membrane fractions (Fig. S3).

Two distinct pairs of Cys were also introduced iIRT2 (Fig. S4). Both Bvg®ssc+pas2cand
BvgS sisc+saascwere active, but their modulation phenotypes warigegdistinct. The former
was unresponsive to nicotinate, while Bvg&e+sassawvas more sensitive than wt BvgS (Table
2; Fig. S2). Both variants reverted to wt phenosypghen the growth medium was
supplemented with TCEP, a strong reducing agemnt &2), and the formation of a disulfide
bond was confirmed by an altered electrophoretgration of such BvgS variants (Fig. S3).



Altogether therefore, the crystal structure wittewp/FT1s and closed VFT2s most likely
represents the active form of BvgS. In this confation, the periplasmic domain transmits a
‘positive’ (activating) message to the cytoplasnkicase domain via the transmembrane
helices. The periplasmic domain of BvgS appears atibpt this ‘positive-signaling’
conformation without an agonist ligand.

Roles of inter-chain interfaces for positive signal transmission

To test the hypothesis that the native conformatibthe periplasmic domain provides a
positive signal to the kinase, transmission betwaenplasm and cytoplasm was disrupted by
replacing Trgsswhich is critically positioned to connect the Crxnal pre-membrane helix to
the periplasmic moiety, with an Ala residue (Fid).3This substitution abrogated BvgS
activity (Table 2), supporting the model of a ‘go&-signaling’ conformation of the
periplasmic domain in its basal state.

To probe the role of the distinct intra-dimer iateions to maintain this conformation,
selected interface residues were altered by sitetdid mutagenesis. We thus identified two
distinct zones of dimeric interactions in the latgmterface between VFT1 of one chain and
VFT2 of the other that are essential for BvgS atgti¢Table 2; Fig. S2). Thus, substitutions in
the B-hairpin of VFT1-L1 that interact with the firstrahd of VFT2’'s hinge (S19) abolished
activity (BvgSrsia+eses). Disruption of interactions between H5 in VFT1-B2d the second
hinge strand of VFT2 (S25) had a similar effect Bsooa). In contrast, perturbation of other
inter-chain interactions between VFT1 and VFT2-B2dSya634) Or between VFT2-L1 and the
Ct loop (BvgS324c+T3256+D326G+E327 did not affect activity (Table 2).

Specific inter-chain interactions between VFT2 ahd Ct domain are also critical for
positive signaling. Thus, disruption of interacsdretween H16 of VFT2-L2 and the Ct loop of
the opposite monomer (Bvg&aa+vazas) Virtually abrogated activity, corroborating thesult
obtained with Bvg@sssa. Interestingly, the corresponding single-substng variants
BvgSka72a @and BvgSa7za were moderately active, indicating that this catiVFT2-Ct domain
interface is stabilized by multiple, partly reduntianteractions (Table 2).

A number of other interactions were altered, butenof them appeared important for Bvg
basal activity. This includes disruption of the VIFVFT1 inter-monomer interface mediated
by helices H8 (BvgS7ia+e272a+R274a+52750 OF its stabilization by a disulfide bond (Bssgi9,
and alterations to the intra-monomer VFT1-VFT2 (Bygaa and Bvg$ason +s2874, VFT1-Ct
domain (BvgR2314), or VFT2-Ct domain (Bvg&zss) interfaces (Table 2; Fig. S3).

Collectively, our results thus identified specifiteractions within the large inter-protomer
interfaces of BvgS’s periplasmic domain involvedpositive signaling. This conformational
state of BvgS requires interactions between the lobes of VFT1 and VFT2's hinge, and
between H16 of VFT2-L2 and the Ct domain.



Negative signaling induced by nicotinate

Nicotinate exerts its negative effect on BvgS amtiby binding to VFT2?%. We
hypothesized that upon nicotinate perception, grg@fasmic domain of BvgS adopts a distinct
conformation serving as a negative signal for timasmic kinase. To identify interfaces
involved in negative signaling, the capability df active BvgS variants to respond to
nicotinate was assessed. A number of substitutdinsgated the negative effect of nicotinate
(Table 2; Fig. S2). Thus, the disruption of intramomer interactions, including the VFT1-
VFT1 interface (Bvg&7ia+e272a+ro74a+s275 @nd those between VFT2-L1 and VFT1-L1
(BvgSk2344), between both lobes of VFT1 and H18 of VFT2 (Byg&.s2s74, and between
VFT2 and the Ct domain (Bvg&sa), affected the response to nicotinate modulaticable 2;
Fig. S2). We also identified specific inter-chaimeractions required for negative modulation,
including those between VFT1-L2 and H18 in VFT2{BvgS\2314), and between VFT1-L2
and VFT2-L2 (BvgQsssa Table 2). Altogether, thus, a large set of intmd intra-protomer
interactions are involved in negative signaling anparticular interactions close to the core of
the dimer. In contrast, disruption of those intémxs did not markedly affect positive
signaling.

Discussion

BvgS is the prototype of a large family of two-campnt sensor-kinases containing
between one and four periplasmic VFT domains irdéam'® (Fig. S5). The periplasmic
domain of BvgS adopts an original, highly compaatetic architecture. The extensive inter-
protomer interfaces strongly argue that the X-raycsure represents the native fold of the
periplasmic domain in full-length BvgS. A dimerienplasmic moiety is in agreement with
previous reports showing that the cytoplasmic nyoiéBvgS also dimerizeS% and with our
identification of specific inter-domain interaat® critical for BvgS function. This novel
structure lays the first bases to decipher the outde mode of action of those bacterial VFT-
containing sensor-kinases. In this work, we idedifthe interfaces involved in signal
transmission, leading to an original mechanismotiba for VFT receptors.

The dynamics of signaling proteins is essentiahtr function2’. The analyses of BvgS
reported here show that both the conformation awdawhics of the periplasmic domain
determine the activity of the system. Thus, dingtsome interactions at specific interfaces
affect BvgS activity or response to negative motilta indicating that the two signaling states
correspond to specific conformations that must bentained by those interactions. In addition,
constraining the VFT domains by the generationisfilide bonds between their lobes affect
signaling, arguing that the dynamics of the pespiec domain also contributes to its function.
Thus, the positive- and negative-signaling sta@sespond to distinct conformational and
dynamic states. This is compatible with the ocawreeof intermediate levels of activity of the
BvgAS systent®. Indeed, some of the BvgS variants reported have intermediate activities,
which we speculate may represent intermediate cowational and/or dynamic states of the
protein.



Positive signaling requires a limited set of inpeotomer interactions, while negative
signaling induced by nicotinate requires a largamber of interactions, both intra- and inter-
protomer. Because most of the introduced subgiiiatiare expected to loosen specific
interfaces, the absence of response of several Bag&nts to nicotinate is likely to be caused
by conformations of the periplasmic domain insuéiidly tense for negative signal
transmission. A possible exception is Bygsc+paa2c Which might fail to bind nicotinate at all.
Both positive and negative conformational signasessarily transit through the C-terminal
periplasmic loop and helix, a critical region mained by a number of interactions.

Interestingly, the major interactions involved iasgive signaling appear not to cross the
symmetry axis of BvgS even though they occur betwd#® two monomers. In contrast,
negative signaling requires both interactions trass and interactions that do not cross the
symmetry axis (Fig. 5). It is thus conceivable teginmetric and asymmetric conformations
represent distinct signaling states of the prot@snproposed for other systeths

Altogether, thus, negative signaling appears tauiregmore interactions than positive
signaling. In addition, it is possible that somehad interactions required for positive signaling
are also involved in negative signaling, which conbt be tested. Our results thus support the
model that the positive-signaling conformation loé {periplasmic domain is moderately tense
and imposes moderate tension to the transmembediced The loss of activity incurred upon
disrupting the proper connection between the pasipic domain and pre-membrane helix
supports this idea. Modulation increases the cométional tension of the periplasmic domain,
which is maintained by a larger set of interactifffg. 5). Disruptions in this network prevent
BvgS from adopting a high-tension, modulated canftion normally induced by nicotinate.
In the BvgS family, the segments through and belogvmembrane are predicted to fosm
helices that most likely prolong the last periplashelix. The switch from the positive- to the
negative-signaling conformation must imply relativetation, translation or shearing
movements of these helices, similar to what has pg®posed for other types of two-
component system&?*3% The basic mechanism that we propose could apgplgystems
homologous to BvgS. It is compatible with the rexeescenario of an inactive sensor-kinase in
the basal state — which is thought to be the casenfiny two-component systems -, and an
increased tension induced by a positive stimulus.

Interestingly, although nicotinate binds to VFT@&otway cross-talk between VFT1 and
VFT2 is involved in negative signaling. Because ¥ZH$ highly constrained in the dimeric
structure, nicotinate binding might generate ligitonformational changes to VFT2 rather
than cavity opening. This is supported by the phgres of the variants harbouring intra-VFT2
disulfide bonds, which are not expected to unddagge clamshell motions. Thus, nicotinate
binding distorts the VFT2 conformation and/or dymasmnin such a manner as to eventually
impact on the transmembrane helix, and the propagat these changes implies VFT2-VFT1
interfaces. A function of VFT1 might thus be toity these changes in conformation and
dynamics to allow for transmission. It is conceieathat in addition to participating to signal
transduction, VFT1 binds its own liganda vivo. This would be consistent with the
conservation of the VFT1 cavity residues in Bvg®andetella 2. Our data would then argue
in favour of negative stimuli, because VFT1 cawilysing inactivates BvgS.



Other VFT-containing receptor proteins have beescileed, both bacteriaf® and
eukaryotic (e.g. iGIuR™). Remarkably, BvgS represents a very differenicstiral paradigm
(Fig. S6). In the AMPA receptor structure, howeveterfaces between the distinct VFT1 and
VFT2 ‘layers’ are limited. VFT2 is the major ligathihding site of iGIuRs and undergoes
clamshell-like opening and closing motions. VFTXves for allosteric regulation, with the
dimeric interfaces between VFT2s and the linkersvben VFT1 and VFT2 and between
VFT2 and the transmembrane domains all playing maoo roles for the channel-gating
process? . In the case of BvgS, those linkers do not appedre involved in the signaling
mechanisms, and the interfaces between VFT2s darengady limited. Moreover, iGluRs and
BvgsS differ by the nature of their VFT1 domainsughin contrast with BvgS, those of AMPA
receptors are class 1 VFTs, with hinges formed layo3sings between the lobes, placing the
N- and C-termini in lobes 1 and 2, respectivelyedé structural constraints must also entalil
distinct signaling mechanisms. That the structuresfion model for BvgS is so different from
that of iGluRs emphasizes the versatility of thelfRodule for building signaling proteins.

On-line Methods

Production of BvgS

The sequence coding for the periplasmic portioBwgS BP_1877) was amplified by PCR
from genomic DNA ofB. pertussis Tohamal using the following oligonucleotides as primers:
BvgScei-UP  5-TAGGATCCGCGCAGGCAAGCCAG-3' and Bvg%ei-LO 5-
TACTCGAGGTAGATCTCGTTGCGGTAGGC-3' The amplicon was inseriatb PCR®II-
TOPO vector (Invitrogen) and sequenclkeyS was then cut as BamHI-Xhol fragment from
the recombinant TOPO plasmid and introduced inéocorresponding sites of pGEV2 The
resulting pGEV2-BvgS plasmid encodes the periplaspurtion of BvgS (BvgY (Alase
Leusss) with an N-terminal GB1 and a C-terminal His tagpe numbering starts at the initiator
Met.

The recombinant protein was producedeincoli HMS174(DE3). A 50-ml overnight LB
medium culture supplemented with 10¢/ml ampicillin (LB-Ampog was used to inoculate 1
liter of LB-Ampiog the culture was incubated at 37°C in a rotarykehaat 220 rpm.
Transcription of recombinant Bv§®/as induced at an QR of 0.8 by adding 1 mM isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). After 3 h otubation under the same conditions, the
cells were harvested by centrifugation at 8,@0®r 20 min at 4°C. Cell pellets were
resuspended in 10 mM Tris—HCI (pH 8.8), 500 mM Nakil mM imidazole (binding buffer)
with 5 ug/ml of DNase | (Sigma) and EDTA-free proteasebitbr cocktail (Roche).

Cells were disrupted by three passages in a Fremedsure cell, and the bacterial debris was
removed by centrifugation for 20 min at 20,000 The supernatant was loaded onto &"Ni
Sepharose affinity column (GE Life Sciences) praidgrated with the binding buffer. Two
washing steps were performed using 10 mM and 75ahidhidazole, followed by elution with
200 mM imidazole in the binding buffer. The protsiolution was conserved in 10 mM Tris-
HCI (pH 8.8), 500 mM NaCl and 200 mM imidazole.riRcation was carried out at 4°C.



Crystallization of BvgS’

Purified BvgS was concentrated using a stirred ultrafiltratiadll 10 kDa membrane,
Amicon-Millipore, Billerica, MA). Protein purityestimated to be 95%, was assessed by SDS-
PAGE and staining of the gel with Coomassie brillilue. Initial crystallization screening
was carried out using the sitting-drop, vapor-diffun technique in 96-well microplates. Trays
were set using a Cybi-Workstation (Cybio) and comuiaé crystallization kits (Nextal-Qiagen
and JBSscreen kits). The drops were set up bynmiggual volumes (0.5 pl) of the protein
and the precipitant solutions equilibrated agafistil of the precipitant solution. In all trials,
the protein concentration was 20 mg/ml. The begdtals were obtained at 19°C by manual
refinement with the following crystallization saoloh (adapted from Nextal-Qiagen CationSuite
kit condition #52): 100 mM sodium acetate (pH 46§ 1.6 M NacCl. Large, extremely fragile
crystals grew to their final size in five to sewtays. All manual crystallization attempts were
carried using the hanging-drop, vapor-diffusionhtgque in 24-well plates. The drops were
set up by mixing equal volumes of the protein dralprecipitant solutions equilibrated against
500 pl of the precipitant solution. Before collegtithe diffraction data, crystals were stepwise
soaked in the crystallization solution containingreasing concentrations of glycerol to a final
concentration of 20%.

Crystallographic data collection and processing

Because the crystals had a very poor diffracticalityu(diffraction range from 8 to 3 A), a
preliminary diffraction screening was performed8&ihcrystals. On the best crystal, diffracting
at 3.10 A, a single diffraction dataset (160 imagesild be collected at a temperature of 100 K
using an in house Mar345dtb detector with an aaiih range of 1°. Diffraction images were
indexed using the Xds program pack&geThe crystal belongs to the orthorhombic primitive
space group R2:2;, with cell dimensions a =72 A, b=120 A and c=28&a=p=y=90".

Structure deter mination and refinement

Phasing was done by molecular replacement using RER_program version 11%for an
automated multi-copy searching in the asymmetrit. Oine crystallographic structure of the
VFT2 domain (PDB code: 3MPK) was used as a seamtielh Manual model building and
refinement of the 3.10 A structure were conductehtively using Coof® and phenix.refine,
with the use of local non-crystallographic symme#straints.

Torsion angle optimization of the structure wadgened by using the Godzilla web server
(http://godzilla.uchicago.edu?f. The structure was refined to final Rwork of 2861and Ree
of 25.45 %. The N-terminal GB1 tag of BVy& well as the C-terminal His tag are not visible
in the electron density maps, nor are the last BvgS residues at the C-terminus. Crystal
packing shows an empty space close to the N-tetraggment of each chain, indicating that
the GB1 domain might be unseen in the electronifem&p because it is not involved in order
and crystal symmetry. In each homodimer, non-pnotkinsities are present in hydrophobic
pockets formed of \A4s from one chain and ¢, Yass Y473 and Wys from the other.

Coordinates oB. pertussis periplasmic region of BvgS will be deposited ie fArotein Data
Bank.
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Structure analyses

The interfaces between domains were defined usihg PDBePISA software
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.njmlAccording to PISA, dimerization is an
authentic feature of BvgS. The surface values girerthe text for the interfaces were
calculated by PISA and the H bonds and salt bridgese listed for each interface. The
following website: http://capture.caltech.edu/ wesed to identify the cation-Pi interactions.
Most interactions were found in both dimers of disgmmetric unit.

Deter mination of secondary structures

The opening angles of the VFT domains were detexdhby defining one residue on the lip
of lobe 1, one in the hinge between the lobes aredam the lip of lobe 2 for each VFT. The
angle formed between the vectors defined by dhsarbons of residues 2 and 1 and the
carbons of residues 2 and 3, respectively, wasdbtesmined. The sequence positions of these
residues are Tyr70, Gly244 and Ser199, and Lel2a891, and Pro444 for VFT1 and VFT2,
respectively.

The Modeller 9v8 softwar® was used to obtain a model for the closed VFT1lalpmn
the basis of its closest homologue, the ligarilemli GIn-binding protein (pdb code: 1IWDN).

lllustrations were made using PyMOL (PyMOL Moleaufaraphics System, version 1.3,
Schrédinger).

For the introduction of the disulfide bonds, regisltio be replaced by cysteines were chosen
by using the Disulfide by Design Version 1.2 softevéhttp://cptweb.cpt.wayne.edu/DbBf)

Construction of mutant Bordetella strains

Selected residues were replaced by directed mutagemusing overlapping PCR. The
procedure was as described %h Briefly, the desired mutations were introducetb ithe
relevant DNA fragment, and after verification ofetlsequence, the mutated fragment was
exchanged for its wild type counterpart in a plabthiat contains most of th&gAS operon in
tandem restriction cassettés The mutations were introduced into the chromosashe
BPSMgas, @ Tohama | derivative harboring a large deletiobvgAS operon, by using allelic
exchange. Finally gtx-lacZ transcriptional fusion was generated in each efrétcombinant
strains. Of note, the BvgS sequence correspontlsataf Tohama | except that a Glu residue
is found at position 705, as in most otBepertussis strains*®. For BvgS variants showing no
activity of the ptx-lacZ fusion, the reporter gene was also introduced arother, more
sensitive Bvg-regulated gerfeaB *°, allowing detection of low levels of activity.

Measurement of BvgS activity using 5-gal actosidase reporter

The strains were grown in modified Stainer-Schatedium (SSY° containing 100 pg/ml
streptomycin and 10 pg/ml gentamycin. After 24 bvgh at 37°C under rotating agitation
(220 rpm), the bacterial suspension was used t@atmicultures in 10 ml of SS medium non
supplemented or containing 1 to 8 mM of nicotinfaenegative modulation. 3 to 10 mM of
reducing agent TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphii@®izMA) was added when required for
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analysis of the SS-bond-containing variants. Weckbe that TCEP does not affect the activity
of wt BvgS or its response to nicotinate modulatidhe inoculation volume was adapted to
compensate for slower growth in the presence oh ligncentrations of nicotinate and/or
TCEP. The bacteria were grown until the cultureached an OBy of 1.5, harvested by
centrifugation, resuspended to an dydf 5 and broken by using a Hybaid Ribolyser apipera
for 30 s at speed 6 in tubes containing 0.1 mntasikpheres as the lysing matrix. R3-
galactosidase activities were calculated as destfib The experiments were performed in
triplicate. Note that in this work we did not detene the effect of sulfate on BvgS activity for
the variants proteins, because its site of actsoonnknown, and therefore the effects of the
substitutions cannot be interpreted.

Detection of inactive BvgS variants

For the mutants lacking BvgS activity, the prodaoetiof the recombinant protein was
verified by immunoblotting ofB. pertussis membrane extracts using anti-BvgS polyclonal
antibodies. Detection of the BvgS variant indicateat the introduced substitution(s) generated
no major structural defect that might cause Bvg®iigfold and be degraded intracellularly.
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Table 1. Data collection and refinement statistics

Data collection

Native

Wavelength (A)

1.5418

Anode, detector

Cu, Mar345dtb

Resolution range (A)

19.99 - 3.1 (3.18-3.10)

Space group R2:2;

Cell parameters (A) 72.46, 285.82, 128.15
Completedness (%) 99.0 (95.6) 99.0 (95.6)

l/ol 11.02 (2.76)

Rmeas (%) 21.9 (71)

Nr of reflections

344517 (48335)

Nr of unique reflections

53893 (8178)

Refinement

Resolution range (A) 19.9-3.1
Nr of reflections 49795
Rfactor (%) 20.12
Rfree (%) 25.45
M odel statistics

B factor analysis  All (A 44
RMSD from ideal

Bond angles (°) 1.477
Bond length (A) 0.016
Ramachandran analysis

Preferred (%) 92.3
Disallowed (%) 2.3
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Table 2. In vivo effects of substitutionsin the VET domains

Wi protem

|EL13CH+HITIC |33 bondinVFTI (intra) nd a

|L316C+3445C  [53 bondin VETZ (intra)

T255C+D442C |33 bondin VFTZ (intra)

V2144E264  |WFT1 L1 - VET? hings (inted) nd

[£2004 VFT1 L2 - VFT2 hinge (intes) nd

Q463 4 YFT1 L2 -VFT2 L2 (inter) =

[re231 4 VFT1L2-C dom (inter) =
[R2342 YFTIL2- VFT2 LI (intra) = b
[F2304452874 [WFT1L2-VFT2 L1 (intra) =
T e
52710 VET1-VFTI Ginter) -_ a
|IR472.4 YET2 L2 - C dom (inter) -

Y4734 VFT2 L2 —C dom (intes) I.

ngfggfgg% YFT2L1 -C dom (intes) -_

|R526A VFTZL2~C dom (intra) =
W53548 VFT2 L2 -C dom (inter) nd

Intra and inter represent in- and interchain interactions, respective

Blue bars represent the mean activity of threamdisexperiments carried out in absenct
modulator. Pink bars represent the mean activithiade distinct experiments c@ed out in
presence of 8 mM of nicotinic acid. All bars areswale

nd: Mutant having no detectable activity while Bvig$roducec

a: A treatment with the reducing agent TCEP leads @oovery of activity and/or
modulation

b: A considerable decreast activity is measured in presence of 20 mM of nitotacid,
indicating a poorly responsive rather than a-responsive phenoty.
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Figure 1 Crystal structure of the periplasmic domain of BvgS shown in cartoon
mode. Monomer A is shown in different shades of blue and monomer B in
different shades of red, representing VFT1, VFT2 and the Ct domain.
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S1 H1 S2 S3 S4 H2 S5 H3
SQELTLVGKAAVPDVEVALDGDDWRWLARKRVLTLGVYAPDIPPFDVTYGERYEGLTADYMAIIAHNLGMQAKVLRYPTREQALS
33 L B.haipin 1|

H3 S6 s7 S8 S9 H4 S10 HS5
%LESGQIDLIgTVNGTDGRQQSLRLSVPYA@DHPVIVMPIQARHVPASNL%GQRLAVDIN?LPKETLARA?PQATLHYFP%SEQA
118 [lunoe |

HS S11 H6 S12 S13 H7 HS H9
E.AAVAYGQADYFIGDALTTSI;ILVSQSYFNDYRWAPAH IA'FGGESFGVRAE.)NTRLLRWN%VLEAI PP SEI:IRSLIYRWGLE-}SS Is
203 | hinge |
H9 H10 S14 S15 S16 H11 S17 H12 S18
LDFAHPAYSAREQOWMADHPVVEVAVLNLFAPFTLFRTDEQFGGISAAVLQLLOLRTGLDFEIIGVDTVEELIAKLRSGEADMAG
288 | B-hairpin2 |
S18 H13 S19 S20 S21 H14 S22 H15

%LFVNSARESFLSFSRPYVREGMVIVTRQD?DAPVDADHL?GRTVALVRN%AAIPLLQRRgPQAKVVTADgPSEAMLMVAEGQAD
373 [hinge

S23 H16 S24 S25 H17 H18 H19
E\WQTQI SAS':;YVNRYFAGKI_..RIASALDLP?AEIALATTRE—:QTELMS I LNE.(ALYSI SNDEPASI ISRWRG@D GD PRTWYAS.ERNE I
458 [hinge |

Figure 2 Sequence of the periplasmic domain of BvgS and secondary structure
elements. a-helices are colored red and (3-strands green.
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Figure 3 Interfaces in the BvgS dimer. A. The spheres represent the residues involved
in the total dimeric interface, emphasizing its extent . B to G. Close-up views of specific
inter-monomer interactions, with interacting residues shown as sticks and polar
contacts (H bonds) shown as discontinuous lines. B. Interactions between the 8 hairpin
of VFT-L1 (Ys1 and Egs, in red) and VFT2-L2 (toward the S19 hinge 3 strand and H17).
C. Interactions between VFT1-L2 and VFT2-L2. Ezo0 (in red) mediates interactions
between H5 and the S19 hinge [ strand, and Q63 (in cyan) mediates interactions
between H16 and Hé6. D. Direct interactions between VFT1-L2 (N231 in red, located in
the H6-S12 loop) and the Ct loop of VFT2. E. Interactions between the H8 helices of the
VFT1s. Sz71 is shown in green. F. Interactions between VFT2 (Rs72 and Y473 from H16, in
green and red, respectively) and the Ct domain. Both intra- and inter-monomer
interactions are shown in this panel, to convey a sense of the strong connectedness of
this region. G. Representation of Ws3s (in blue), connecting H19 to VFT2-L2 of the
opposite monomer through possible pi-stacking interactions with different aromatic
residues (in red).
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Figure 4 Close-up views of intra-protomer interactions, with specific residues shown
as sticks and their polar contacts shown as discontinuous lines. A. Interactions
between VFT1-L2 (R234 from S12, in blue) and H11 of VFT2-L1. B. Interaction between
VFT1-L2 (F230 in the H6-S12 loop and Szg7 in H9, both in red) and VFT2-L1 through
H11 (top) and H18 (bottom). Note that F230 forms a cation-pi interaction with Rs2s
(figured as a discontinuous line). C: Interaction between the VFT2 (3-hairpin (Rsz4, T32s,
D326, E327, in red) and the Ct domain. The inter-protomer interaction between N231 (in
blue) and the Ct-domain is figured as a reminder. D: Interaction between H18 of VFT2
(Rs26 in red) and the Ct-loop of the same protomer.
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Pseudo symmetry axis Pseudo symmetry axis

Kinase « ON »
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Figure 5 Schematic representation of the signaling mechanisms. VFT1ls are
represented in blue and VFT2s in pink. The respective positions of the L1 and L2 lobes
of the two VFTs are specified in one of the monomers. (The linkers between VFT 1 and
2 are not represented as they are not involved in signaling). The VFT hinges are
represented by blue lines, as are the Ct loops (note that the latter are not drawn to
scale). H19 is shown as red and green rectangles to represent its positive and negative
signaling conformations, respectively. Positive signaling is shown in the left-hand
drawing, and the major interactions involved are figured by red arrows. Transmission
appears to be an essentially one-way mechanism in this case. Negative signaling
induced by nicotinic acid (represented under its molecular form) is represented in the
right-hand drawing. Double-sided arrows represent interactions needed for negative
signaling, but they have not been oriented because our data suggest a more complex,
two-way signaling pathway. The inter-chain connections between H19 and VFT2-L2
mediated by Ws3s, and other interactions needed for positive signaling are not
represented but might be required as well for transmission of the negative signal.
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Supplementary figures

Figure S1 Representation of the B factors of the dimer. Low and high B factors are
represented by thin blue elements and thick red elements, respectively.
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Figure S2 (-galactosidase activities in arbitrary units (AU) showing the activity of the
pertussis toxin promoter in the different strains grown under various conditions. NicX
stands for the addition of nicotinic acid at X mM to the culture medium. TCEP10
represents the addition of this reducing agent to the culture medium at 10 mM. WT :
Wild type strain (Tohamal K7osE)
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Figure S3
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Figure S3 Detection of specific BvgS mutants in membrane extracts of B. pertussis. A.
Western blot analysis of cysteine-containing BvgS after SDS-PAGE under reducing or
non-reducing conditions. B. Western blot analysis of the avirulent BvgS mutants. WT :
Wild Type strain, AS : Mutant harboring a deletion of bvgS, AA : Mutant harboring a
deletion of bvgA.
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Figure S4

Figure S4 Illustration of the two pairs of residues used to maintain VFT2 in closed
conformation by disulfide bond formation. L3is and Ss4s4s5 are shown in blue, T3s5 and
D442 are shown in red, in the VFT2 domain from the A monomer.
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Figure S5

Species Locus name Domain architecture

Shewanella woodyi ATCC 51908 Swoo_3777 A-E@.

Pseudomonas mendocina ymp Pmen_0835 -E
Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 Dalk_3496 —-E @ <Z.® @ 4,@7 @
T B OIDCEDOES @ (O
Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 Dalk_2518 —-E
Magnetococcus sp. MC-1 Mmc1_2394 —--E
Sulfurospirillum deleyianum DSM 6946 Sdel_0913 —--E

Figure S5 Representation of different sensor-kinases harboring VFT domains in their
periplasmic portions. VFT: Venus Flytrap domains, TMH: predicted Transmembrane
Helices, PAS: Per/Arnt/Sim domains, GAF: GAF domains, HK: Histidine-kinase
domains, R: Receiver domains, HPt : Histidine-Phosphotransfer domain. An open box
represents an uncharacterized domain.
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Figure S6

Figure S6 Surface representation of AMPA receptors (A, PDB code 3KG2) and the BvgS

periplasmic moiety (B). Each monomer is represented in its own color, both proteins
are shown at the same scale.
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b. Résumé

Dans cet article, nous décrivons la structure ieédie la portion périplasmique de BvgS (Fig.
1) et l'organisation dimérique originale des domesaiVFT. En effet, les domaines VFT de
BvgS s’organisent en un dimére tres imbriqué, dee thélicoidal, définissant de larges
interfaces entre les 4 VFTs. Les domaines VFT2 famés, sans ligand, avec une structure
tres proche de celle observée pour le domaine,isafélis que les domaines VFT1 sont
ouverts. Les différents éléments structuraux septésentés en figure 2 pour référence dans
le texte.

Nous avons donc induit la fermeture artificielle degcun de ces domaines par formation
d’un pont disulfure entre leurs deux lobes afirddénir si les formes, respectivement ouverte
de VFT1 et fermée de VFT2, correspondent a la cordtion active de BvgS. La fermeture
du VFT1 entraine l'avirulence alors que la fermetdu VFT2 maintient I'activité basale de
BvgS, laissant supposer que la conformation de demaines dans la structure
cristallographique représente bien la forme actieeces domaines, soit de signalisation
positive. Notons que cette forme active semblepeddante de la présence d’'un ligand dans
la cavité de I'un ou l'autre des VFT. Par ailledesrésidu Wss (décrit en VIILA.2.), qui est
positionné sur I'hélice H19 et qui forme plusieurteractions de type pi stacking avec des
résidus aromatiques de VFT2 de l'autre monomereyr@ésemblablement critique pour la
transmission de signaux depuis les domaines psnidpies au travers de la membrane. En
effet, la substitution de ce résidu par une alamgj@eere un mutant avirulent. Ceci est en
adéequation avec la nécessité d'un message positrepant du périplasme pour le maintien
de l'activité kinase.

Nous nous sommes alors particulierement intéressesrole des interfaces dans la
transduction de signal par les domaines VFT. Cexfates se font au sein d'un méme
monomere (intra-chaine), ou entre les deux monar(erer-chaines)

La plus grande interface dimérique est située datomaine VFT1 d’'un monomeére et le
domaine VFT2 de l'autre (Fig. 3). Ainsi, la pertation des interfaces inter-chaines entre les
domaines VFT 1 et 2 au niveau des résidus ¥ss et Bgg génere des mutants avirulents,
indiquant I'importance des interactions maintenpas ces résidus. BvgS étant détecté dans
des extraits membranaires de ces souches muthegesteractions perdues n’empéchent pas
la bonne localisation de la protéine et ne pertripas sa conformation ce qui aboutirait a
une protéolyse cellulaire. BvgS reste donc vraidabtément structuré en absence de ces
interactions. En revanche, on peut conclure que eene d’interface est cruciale au maintien
d’'un message positif périplasmique. Cependant solés interactions inter-chaines ne
semblent pas indispensables, comme démontré paailgtien de la virulence dans certains
autres mutants des différentes interfaces inteirelsa(QssA, entre le domaine VFT1 d'un
monomere et le domaine VFT2 de l'autre, gb/8+T3:5G+D326G+E32/G, entre le domaine
VFT2 d’'un monomeére et le domaine C-terminal detfauFig. S2). Un role de ces zones
d’interfaces dans la transduction du signal négsatifenvisageable au vu de la perturbation de
la réponse aux modulateurs négatifs de mutantssleésidus.

134



Au contraire, les interfaces entre les VFT 1 etuhanéme monomeére sont limitées (Fig. 4).

Ces interfaces intra-chaine ne semblent pas imgegalans le maintien de I'activité kinase

de BvgS, mais seraient impliquées dans la trangmiske signaux négatifs, comme démontré
par une perte de sensibilité aux modulateurs dérldence de mutants dans lesquels ces
interfaces sont perturbéesgiA ou F30A+Syg7A, Fig. S2).

Une interface composée d’interactions majoritainenieter-chaines, mais aussi intra-chaine,
se situe entre les domaines VFT2 et les domainesralnaux (domaines Ct, Fig. 3 et 4)

comprenant I’hélice H19 et une boucle non struetlaéeliant au domaine VFT2. Cette zone
d’interface, particulierement inter-chaines, sentléciale a la transmission d’informations

des domaines périplasmiques au travers de la membian effet, la perturbation des

interactions entre I'hélice H16 du domaine VFT2eelomaine Ct génére un mutant avirulent
(Ra72A+Y 47A). Le maintien partiel de lactivité dans les muita simplement substitués

(Ra72A ou Yy474A, fig. S2) indigue que cette zone critique d'ifiéee serait stabilisée par des
interactions partiellement redondantes. L'interfao&ra-chaine semble beaucoup moins
importante, mais possiblement impliquée dans lastrassion du message négatif fourni par
le nicotinate, comme indiqué par le phénotype dtamuR6A.

Une interface se situe aussi entre les deux domafd 1 au travers de I'hélice H8. Elle
serait impliquée en partie dans la transmissiorsignal négatif, comme démontré par une
perte de sensibilité & la modulation du mutasw/S-E,7A+R27A+S,75A, déstabilisé dans
cette interface. Ceci se confirme par la sensiiéigerement accrue d’'un mutant;:S,
stabilisant normalement cette interface par foramatie pont disulfure entre les hélices H8
des domaines VFT1 (formation du dimére vérifiee\Wastern blot, fig. S3).

Le résidu Ng3; est localisé dans une zone tres importante etcpgeetia la stabilisation de

l'interface située entre le domaine VFT1 d’'un momoenet la boucle du domaine Ct de
'autre monomere (Fig. 3D). La mutation de ce réseh alanine génére un mutant virulent
non modulable par les modulateurs chimiques. Aimgite zone d’interface semble
importante dans la transmission du signal négatitetinate ».

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la formadgue des domaines VFT de BvgsS. Le
fonctionnement de ce dimere semble hautement dépemntks interfaces situées entre les
domaines. Les interactions inter-chaines semblavartage impliquées dans le maintien de
I'activité tandis que les interactions intra-chaBamblent plus souvent importantes dans la
capacité de transmission d’'un signal négatif. Etrfepunos données supportent la nécessité
d’'un message positif provenant du périplasme peumhbintien de l'activité kinase. Ce
message pourrait provenir de la conformation paiéce du dimére des domaines
périplasmiques avec le VFT2 en forme fermée etH&Men forme ouverte. La conformation
du VFT1 semble particulierement importante au ngsgasitif, mais il est aussi possible que
sa mobilité contribue a donner le message positif.

Par ailleurs, bien que le nicotinate soit percunaeau du VFT2, des interactions entre les
VFT 1 et 2, et méme des VFT1 entre eux, ont undétes la transmission du message négatif
ainsi genéré. Il y aurait donc une implication deT dans l'intégration du message négatif
percu par VFT2. De fagcon surprenante, deux mutdiffiSrents dans lesquels le VFT2 est

135



maintenu sous forme fermée par pont disulfure ot sensibilité altérée aux modulateurs.
L'un devient hypersensible a leur présence tandél@utre semble incapable d’'y répondre.
La formation du pont disulfure entre les résidugs@t Cuaz (T355C+Dss2C) pourrait alors
empécher la fixation du nicotinate ou le changendstconformation du domaine VFT2
nécessaire a la transmission du message négatibtinate ». La formation du pont disulfure
entre les résidusds et Ciss (L316C+S145C) aurait quant a elle un effet contraire, en feszort

la fixation du nicotinate ou le changement de confdion du domaine VFT2. La contrainte
imposée par un pont disulfure ne doit permettrevsd@us les cas, que des changements
conformationnels mineurs. On pourrait alors suppagee la perception du nicotinate ne
génere gu’'un changement mineur dans la conformation la dynamique du domaine VFT2
et qu’il serait répercuté sur le domaine VFT1, rfiadi ainsi sa conformation et/ou sa
dynamique, permettant alors le passage a I'étatifrde BvgS. Une étude de la dynamique
de la portion périplasmique de BvgS serait sandedan atout pour la compréhension des
mécanismes de transduction du signal.

2. Résultats complémentaires

D’autres expériences ont été menées dans le blat ckractérisation des domaines VFT de
BvgS et ne sont pas présentées dans l'articlee@anple, le site de perception du sulfate de
magnésium restant indéterminé, nous n’avons présgm la modulation par le nicotinate

agissant au travers du VFT2. D'autres souches rragamt aussi été construites mais non
discutées précédemment. Ces résultats non mensiqusgu’ici seront donc discutés.

a. Modulation par le sulfate de magnésium

Des expériences de modulation des différentes sguthutantes par le sulfate de magnésium
ont été menées. Les résultats sont présentésier 66.

Dans la majorité des cas, la capacité de modulatesndifférents mutants par le sulfate de
magnésium est semblable a celle de l'acide niapimi Par exemple, le mutant
S;71IA+E 7 A+R27A+S,75A conserve une capacité de modulation en présercdodes
concentrations de modulateurs dans les deux ca2GaM d’acide nicotinique ou 50 mM
de sulfate de magnésium, ce qui indique qu’il éfsticé dans sa capacité de réponse mais
gu’elle n'est pas abolie. De méme le mutagit@ est plus sensible aux modulateurs lorsque
le pont disulfure est formé. La modulation restperwlant incompléte lors de I'ajout du
TCEP, ce qui est probablement lié a I'effet deulassitution, montrant I'importance du résidu
S,71 dans [linteraction entre les VFT1, se rapprochaht phénotype du mutant

Sy7IA+E27A+R7A+S75A.

En revanche, certains mutants ont une sensibiiftérente vis-a-vis des deux modulateurs
utilisés. Ceci indiquerait a nouveau que les siperception de ces modulateurs ne sont pas
identiques. Ainsi, ces messages négatifs difféfenésent aussi intervenir des mécanismes de
transduction au moins en partie différents. Ce dmdigure se rencontre dans les mutants
L316C+S14sC et Ri72A particulierement.
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En effet, le mutant R,A semble plus sensible a la présence de nicotonaeBvgS sauvage
alors gu’en présence de sulfate de magnésium sopartement est proche de celui de la
bactérie sauvage, malgré une diminution de l'atibiasale chez ce mutant. Par ailleurs, la
leégere différence observée ici entre le mutaptRet le mutant ¥73A, qui n'apparait pas en
modulation par le nicotinate, suggere que le ré¥igy aurait une plus forte implication dans
le maintien de la conformation active, et/ou lansraission du message positif, méme si ces
résidus doivent permettre ensemble une certainaistebse dans le maintien de la
conformation active et/ou du signal positif.

Le mutant l3;C+SiusC semble lui aussi plus sensible a la présenceiad#imate que la
bactérie sauvage. Cependant, il semble incapabteedhodulé par le sulfate de magnésium.
Il semblerait donc que la conformation du domaif@ ¥ soit importante dans la transmission
du signal négatif genéeré par la perception du wiliee magnésium. Ceci est confirmé par
'absence de réponse a ce modulateur du mutggCH#D44C. Dans un tel cas, il est
impossible d’exclure une fixation du Mg%@u niveau du VFT2, ou que les conformations
modulées en présence de Mg nicotinate soient différentes comme discut®¥y km\.3.b.
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Il reste impossible d’expliquer les bases mécanss qui expliqueraient la dissociation des
effets modulateurs de I'acide nicotinique et duaal de magnésium chez certains mutants.
La définition du ou des sites de perception duaselle magnésium permettrait de mieux
comprendre les différences observées dans la ¢ambeitransduction des messages négatifs
générés par les deux modulateurs. Jusque la, éuberaent été possible de supposer une
action différente des deux modulateurs. En effets dones spécifiques de la portion
périplasmique de BvgS semblent avoir une plus gramghortance pour I'effet de I'un ou de
'autre des modulateurs, alors que certaines zeagthlent nécessaires a la modulation par
chacun d’entre eux. On peut donc supposer qu’linaiaun mécanisme de transduction du
signal négatif spécifique a chaque modulateur.dees mécanismes distincts se rejoindraient
en un mécanisme plus général, conduisant a I'vetodtn de BvgS, au travers des hélices
H19 au moins.

b. Autres souches mutantes

Afin de mieux caractériser le rbéle des interfaceezles domaines périplasmiques dans la
fonction de BvgS, quelques mutants supplémentaoes été construits portant des
substitutions de résidus particuliers impliquéssddes interactions au sein du dimére des
domaines VFT de BvgsS.

1) Présentation des substitutions

Les substitutions oA et QuesA avaient originalement été combinées dans un rhutan
E200A+Que3A VU que ces deux résidus participent a la mémeadgranterface entre les
domaines VFT 1 et 2 par interactions inter-monosié@ependant, les éléments structuraux
qui sont en interaction dans cette interface v&arésidus sont différents et nous avions choisi
de découpler ensuite ces substitutions pour essayearifier les contributions respectives de
ces interactions dans I'activité de BvgS (cf. detici-dessus). Les résultats du double mutant
sont présentés ici.

L’extrémité chargée (RTDE) de la boucle flhairpin situé dans le lobe 1 du domaine VFT2
a été modifiée (cf. article ci-dessus), ce qui gggué qu’elle aurait un réle dans le maintien
de la conformation active et la robustesse faca @ddulation en générant un mutant plus
sensible a la modulation. Une boucle du méme tgp@resente dans le lobe 1 de VFT1. La
modification de résidus dans les brins béta deaogih (YsiA+EgsA, cf. article ci-dessus) a
montré qu’elle serait importante pour le maintienla conformation active. A l'instar de la
boucle du VFT2, I'extrémité dp hairpin de VFT1 contient des résidus chargés ajoesdans

la famille des VFT (qu’ils soient impliqués danstiansport ou la signalisation), on retrouve
plus fréquemment des résidus glycine dans cette gmon montré). Nous avons donc choisi
de remplacer ces résidus chargés par des résigeiaggl comme dans le cas de VFT2. Le
mutant E3G+Rs4G a donc été construit.

Le résidu Rgo du domaine VFT1 est en interaction avec deux vé&sal domaine VFT2 du
méme monomere. Afin de vérifier la contribution c® résidu et de cette interface dans la
fonction de BvgS, un mutantiA a été construit.
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Les différentes interfaces du dimere des domainE$ unt été déstabilisées grace a des
substitutions de résidus particuliers en alanineir pempécher la formation de ponts
hydrogéne stabilisant ces interfaces (cf. articledessus). Ainsi, une démarche
complémentaire de stabilisation de ces interfacete @ntreprise. Des résidus dont la position
permettrait la formation de pont disulfure par lsubstitution en cystéine ont été sélectionnés
a l'aide du logiciel Disulfide by Design Version2l(http://cptweb.cpt.wayne.edu/DbD), a
l'instar du résidu &1 présenté dans l'article. Ainsi, les mutantg/&+AsssC et GgiC+As:C

ont été construits en vue de stabiliser I'interfan&e le domaine VFT1 d’'un monomere et le
domaine VFT2 de I'autre monomere. Les mutanrtsC3-Rs,,C, afin de maintenir les hélices
H18 dans la position qu’elles adoptent dans lacsire, et Y;8C+Ws3sC, pour stabiliser
l'interaction entre le domaine VFT2 d’'un monomeréhelice H19 de I'autre monomere, ont
aussi été construits.

2) Matériel et méthodes

Les differentes mutations ont été introduites patagenese dirigée par PCR chevauchante
dans la cassette d’intérét du plasmide pucl9-BvgSowmnme décrit precédemment (cf.
VILLA.2.b.). Le plasmide pFUS S1 a été inséré dassdifférentes souches pour rapporter
lactivité du promoteur de la sous-unité S1 de dxirte pertussique par activitp-
galactosidase.

3) Résultats et discussion

Les effets phénotypiques sur I'activité du promoidel la toxine pertussique des substitutions
déstabilisant les interfaces sont représentégyanefic7.

WT EB3G+REAG Figure 67 Activités pB-galactosidase
10000 10000 représentant I’activité du promoteur de la
toxine pertussique dans les différentes
souches construites ici, comparées au
sauvage (WT). 0 est la condition en
absence de modulateurs, MgX représente
une condition en présence de X mM de
MgSO, et NicX représente une condition
en présence de X mM d’acide nicotinique.
Les barres d’erreurs représentent I'écart-

E200A+Q463A R160A type entre trois expériences distinctes.
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La combinaison des substitutions et QusA génere un mutant incapable de répondre aux
modulateurs chimiques mais dont l'activité basate grandement diminuée. Ceci est en
accord avec I'importance du résidgpg=dans le maintien du signal positif et du résididsQ
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dans la capacité de réponse a la modulation. @Gdijue aussi que la substitution du résidu
Ezoo qui génére un mutant avirulent, ne doit pas coéedéfaut structural trop important qui

occasionnerait la dégradation protéolytique de Bagss la bactérie, mais que la substitution
de ce résidu affecte BvgS par la perte des inferectauxquelles il participe normalement.

Ces interactions seraient donc nécessaires auiemoie la forme active des domaines VFT
mais peuvent possiblement étre compensées en partie’autres mutations favorisant le

maintien de la forme active de BvgS, commgs®.

Le mutant B3G+Rg4sG a un phénotype trés proche de celui de la bacsativage. Ainsi, les
charges présentes sur cette boucle ne seraientupascaractéristique nécessaire au
fonctionnement de BvgS. Ces résidus ne semblenfpguempliqués dans la formation de
linterface dimérique ce qui pourrait expliquer d&ence deffet de leur substitution.
Cependant, le béta hairpin a une grande importpogela transmission du signal positif, car
les substitutions combinées des résiduys ef B, impliqués dans l'interface dimérique,
rendent BvgS inactif. Cette zone doit donc perraelr transit d’'une information positive
entre les domaines VFT 1 et 2.

Le mutant RsoA a une capacité de réponse aux modulateurs fonemé&tree. Il reste
cependant modulable par de fortes concentrationsnoéulateurs (50 mM de sulfate de
magnésium ou 20mM d’acide nicotinique, non monto&),qui confirme l'implication de
l'interface entre les VFT 1 et 2 d’'un méme monondags la capacité de modulation et donc
dans la transmission du message négatif.

La formation de ponts disulfure entre les deuxdésicystéine distincts des différents mutants
construits ici n'a pas pu étre mise en évidencea hjige toutes les souches produisent BvgS
(non montré). Seuls les mutantgg@+As:C et $,3C+Rs24C permettent la détection d’'une
activité p-galactosidase, bien que le niveau d’activité mashl mutant G;C+As:dC soit
réduite de moitié. Il a été impossible de restaunerphénotype sauvage par ajout d’un
réducteur (TCEP) dans le milieu de culture ches tms mutants. Ainsi, les résultats obtenus
ne sont pas présentés car il est impossible daidéfiles phénotypes obtenus sont liés a la
présence d’'un pont disulfure ou a la substituti@s désidus. Il est alors impossible de
conclure quant a I'implication des mutations sunddéure des effets observés.

3. Nouvelles protéines recombinantes

Nous avons pu obtenir la structure de la portionpfgsmique de BvgS. Or, il a été trés

difficile d’obtenir des cristaux montrant une borquelité de diffraction et il serait intéressant

de pouvoir répéter la cristallisation de cette @irw, pourquoi pas a meilleure résolution. I

serait aussi intéressant d’obtenir la structurélitférentes protéines portant des substitutions
spécifiques, conférant des phénotypes intéressamime ceux décrit ci-dessus. Nous avons
donc voulu améliorer notre construction protéiquegpérant définir une protéine favorable a
la cristallisation.
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a. Variation sur un méme théme

La construction originalement utilisée (BvgSp) d¢emt un domaine GB1, qui permet
d’augmenter la solubilité de la protéine recombiaaa haute concentration, suivi des
domaines VFT1 et 2 de BvgS et de I'hélice H19 pggnhranaire et finalement d’'un motif
« six histidines » (Hf pour la purification par affinité. La structurbtenue a partir de cette
protéine montre la dimérisation particuliere demdmes VFT de BvgS. Cependant, lors des
purifications préparatives par tamisage moléculajmlonne Sephadex G-200, GE
Healthcare) de la protéine susmentionnée, nous savemarqué que seul un faible
pourcentage de la protéine semblait dimérique (<B24)ue la construction initiale donnait
une protéine recombinante majoritairement monoméridig. 68). A présent convaincus de
la nature dimérique de ces domaines, nous avorisiah® faciliter cette organisation par
ajout d'un domaine leucine-zipper a la suite I'bélH19, précédant ainsi le motif Rida
dimérisation des domaines VFT est ainsi forcéelpgrésence dans la partie C-terminale
d’'un domaine dont la capacité de dimérisation et prononcée (définissant la protéine
BvgSp-ZIP).

Une telle contrainte pourrait cependant étre problé&gue dans I'organisation normale du
dimére, en effet on peut imaginer que les hélicés fént partie d'un domaine naturellement
organisé sous la forme d’'un enroulement d’héliG@sdBvgS qui comprendrait cette hélice et
se poursuivrait jusqu’au domaine PAS dans le cgmpk. Or, I'enchainement d’heptades de
ces domaines hélicaux (coiled-coil, cf. V.C.1.) &8s important et définit une interface
particuliere entre ces hélices. De fait, il estgilde que la contiguité de I'hélice H19 et du
domaine leucine-zipper perturbe la conformationHd®, ce qui pourrait alors générer un
défaut dans la formation du dimere des domaines. \Aiisi, nous avons créé deux autres
protéines dans lesquelles un (BvgSp-ZIPG) ou désidus glycine (BvgSp-ZIPGG) sont
introduits entre I'hélice H19 et le domaine leuerigper (fig. 69), afin de créer une zone a
mobilité accrue qui favoriserait I'arrangement matues hélices H19 et donc des domaines
VFT. Ces différentes protéines ont ainsi été peesi et les profils d’élution obtenus par
tamisage moléculaire suggerent bien une organisdiérique (fig.68). Des expériences de
cristallisation ont été menées, mais aucun cragtaht une bonne qualité de diffraction n’a été
obtenu a ce jour.

l l — BvgSp Figure 68 Profils d’élution des protéines

800 L recombinantes BvgSp et BvgSp-ZIP. La fléche
) BvgSpZIP - - .

) !‘l bleue indique le volume d’élution théorique

I‘l{ H} d’'une monomeére de BvgSp et la fleche rouge

600 | indique le volume d’élution théorique d’un

| !1 dimeére de BvgSp. Les profils d’élution de BvgSp-
f L) ZIPG et BvgSp-ZIPGG étant indistinguables de
4004 e AN celui de BvgSp-ZIP, seul ce dernier est représenté.
Un pic est visible a V = 40ml, volume mort de la
colonne, représentant sans doute une petite
200 T Y fraction agrégée de la protéine.

0OD280 mAU

Volume (ml)
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BvgSp .W Figure 69 Représentation schématique de

différentes  protéines recombinantes des
domaines périplasmiques de BvgS construites ici.

BvgSp-ZIP ‘m Le rond bleu représente le domaine GB1. ZIP

représente le leucine zipper. L’ajout d’une glycine
est mentionné par la lettre G. Les autres

BvgSp-ZIPG .m éléments sont représentés avec leur nom

habituel. La taille des différents domaines n’est

pas représentative.
Bugsp-21PGG (-l E R

La structure cristalline précédemment obtenue pless@e autre caractéristique particuliere.
En effet, le domaine GB1, présent en position Miteale de la protéine recombinante,
semble absent de la structure. L'inspection deampatres de la maille cristalline indique
gu’'un espace potentiellement suffisant serait pitdans cette maille pour y accueillir ces
domaines manquants. Alternativement, on peut s@pgs’'un événement de protéolyse
excisant ce domaine soit survenu au cours des®tieurification et/ou cristallisation. Le
réle de ce domaine pour BvgSp est possiblementdifflaulté des domaines VFT1 et 2 a
dimériser dans le cytoplasmeEd’'coli en absence du reste de la protéine et a la mauvais
solubilité du monomére. Ainsi, dans les protéinesdues dimériques par la présence du
domaine leucine-zipper, il est possible que ce doensoit superflu. Un site de clivage par la
thrombine (LVPRGS) est présent dans la séquendéigoue de la jonction entre le domaine
GB1 et le domaine VFTL1. Le clivage protéolytiguecgedomaine est relativement efficace et
approche les 100% apres 1 heure a 37°C en prédeng@®2 unité NIH de thrombine (une
unité NIH correspond & 0.324 + 0.073 g de thrombpour 10 pug de protéine (fig. 70).

22 ar A B C D T

- Figure 70 Expérience de clivage du domaine GB1 de la
P : - <— Non clivé protéine BvgSp-ZIPGG en présence de 0,02 unités NIH de
-~ “ --- - clve thrombine. A : 37°C, 1 heure. B : 37°C, 2 heures. C: 20°C, 1

heure. D : 20°C, 2 heures. En T, la protéine témoin incubée a

37kDa
X 37°C pendant 4 heures sans thrombine.

Il est impossible de prévoir I'effet de I'ajout dlomaine leucine-zipper sur la capacité de
cristallisation de la protéine. Ainsi, nous avohsisi de créer aussi une version clivable de ce
domaine. Une protéine contenant la séquence ddesitéivage par la protéase TEV (Tobacco
Etch Virus protéase, issue du virus de la mosailyjutabac) a été créée (BvgSp-ZTEV, fig.
71). Ce motif additionné de résidus glycine en fomss N- et C-terminales (GENLYFQGG) a
éte inséré entre les deux résidus glycine de lgeim® BvgSp-ZIPGG. Le clivage s’est montré
relativement inefficace (non montré) et nous avoheisi de réutiliser un site de clivage
thrombine, en espérant gqu’il se montre égalemes blivé en cette position. Cependant,
pour éviter I'obtention d’'une préparation hétéragapres protéolyse en raison de la présence
de ce site a deux positions dans la protéine ret@nte, nous avons aussi créé une protéine
ou ce motif serait absent de la jonction entredmaine GB1 et le domaine VFT1 et présent
uniquement entre I'hélice H19 et le domaine leuaipper (BvgSp-ZThr). Nous avons donc

142



substitué les résidus proline et arginine de cafpadtacun indispensable au clivage, par des
résidus alanine entre les domaines GB1 et VFT1 (A&S). Enfin, il semblait intéressant de
créer une protéine ou le domaine leucine-zippetitselivable mais ou le domaine GB1 serait
absent (BvgSp-ZGThr). Ainsi, nous avons aussi délété la séqueraseddomaine, générant
ainsi une construction qui porte la séquence da dit clivage par la thrombine entre les
séquences codant I'hélice H19 et le domaine lewmipger (fig. 71). Dans ces deux
conditions, le domaine leucine-zipper est clivaldans les mémes conditions que
précédemment avec une efficacité similaire (nontn@dnDes expériences de cristallisation
des protéines BvgSp-ZThr et BvgSpAG&Thr

BvgSp-ZIPGG M Figure 71 Représentation schématique de différentes

protéines recombinantes des domaines périplasmiques de
BugSp-ZTEV W — ngS. construites ici. Les don}ames sont !'ep.resentes c’omme
en Figure 69. Une double fleche rouge indique la présence
d’un site de clivage par la thrombine et une double fleche

BvgSp-ZThr .m verte un site de clivage par la protéase TEV.
BvgspziTh < I woaTn

en prévision.

dans leur état clivé ou non sont en cours ou

b. Matériel et méthodes

Les différentes constructions ont été réalisées darplasmide pGEV2-BvgSp décrit dans
I'article ci-avant et représenté en figure 72.

B

1226 17 terminator]
A - 10 _Hindlll| | 181 _BamHl| |547 Dralll 1638 S5ful||1733...1732 His-tag
L | |
- sl
Figure 72 A. Représentation du plasmide pGEV2-BvgSp.

En bleu la portion codante pour la protéine recombinante

et le motif HisG, en rouge les séquences promotrice,

opératrice et terminatrice. En rose la cassette de

résistance a I'ampicilline. Les sites de restriction pour les

différentes enzymes d’intérét sont indiqués. L’origine de

réplication et le géne codant pour la protéine Lacl

,_ =  Présents sur ce plasmide ne sont pas représentés. La

numérotation est indicative. B. Représentation du

fragment codant BvgSp, les différents domaines et sites

de restriction d’intérét sont représentés en bleu clair, Thr

indique le site de clivage par la thrombine. La

numérotation commence au A du codon ATG d’initiation
de la traduction.

~

1) Construction des plasmides pGEV2-BvgSp-ZIP

Le fragment codant pour le domaine leucine-zippétéaamplifié a partir du plasmide pT18-
zip, précédemment décrit (Karimova et al., 1998utlisant le couple d’amorces ZIP UP et
ZIP LO (tableau 2). Un fragment correspondant golidion C-terminale du domaine VFT2 et
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aux premiers résidus du domaine leucine-zippeg a#giplifié a partir du plasmide pGEV2-
BvgSp avec le couple d’amorces VFT2ZIP UP / VFT2ZIB. Alternativement, 'amorce
VFT2ZIP LO a été remplacée par les amorces VFT221PGu VFT2ZIPGG LO (Tableau
2) pour introduire respectivement un ou deux résiglycine entre le domaine leucine zipper
et I'hélice H19.

Ces deux fragments ont été fusionnés par PCR cbeaate en utilisant les amorces
VFT2ZIP UP et ZIP LO et clonés dans le plasmide D@HInvitrogen) pour séquengage. Ce
fragment est introduit dans le plasmide pGEV2-Bvg®p digestion préalable par les
enzymes de restriction Sful et Xhol et ligation @@mt les plasmides pGEV2-BvgSpZIP,
pGEV2-BvgSpZIPG et pGEV2-BvgSpZIPGG.

Tableau 2 Amorces PCR utilisées pour les constructions des différents plasmides contenant un domaine leucine-zipper.

Amorces Séquence
ZIP UP 5-CAACGTATGAAACAGCTGGAAGA-3'
ZIPLO 5'-TACTCGAGCCCACGTTCACCCACCAGTTT-3'

VFT2ZIP UP 5-ACAGCATTTCGAACGACGAGC-3'

VFT2ZIP LO 5-TCTTCCAGCTGTTTCATACGTTGCTCGTTGCGGTAGGCGTACCA-3'
VFT2ZIPG LO 5-TCTTCCAGCTGTTTCATACGTTGTCCCTCGTTGGGGTAGGCGTACCA-3'
VFT2ZIPGG LO [5-TCTTCCAGCTGTTTCATACGTTGTCCACCCTCGTTGCGGTAGGCGTACCA-3'

Ces différents plasmides ont été introduits dansoli BL21(DE3) en vue de la production et
purification des protéines. Ces étapes se font emnesonditions présentées dans l'article ci-
avant, bien que ces protéines puissent aussi étifieéps et semblent stables dans un tampon
Tris-HCI 10 mM a des pH allant de 7,5 a 9, addité®rde seulement 150mM de NaCl
contrairement a la protéine BvgSp qui nécessitex®0@le NaCl et un pH de 8,8 pour sa
stabilite.

2. Construction des autres plasmides.

L’insertion d’un site de clivage par la protéaseVTéntre I'hélice H19 et le domaine leucine-
zipper dans la construction pGEV-BvgSpZIPGG a dtiéefpar introduction d’'un gene
synthétique (GeneCust) correspondant a un fragr8éntXhol. Ce fragment contient la
séquence du site de clivage par la protéase TEME@éde deux résidus glycine, faisant la
jonction avec I'hélice H19, et également suivi @eixirésidus glycine, faisant la jonction avec
le domaine leucine-zipper. Ce fragment est insarés de plasmide pGEV2-BvgSpZIPGG par
ligation apres digestion préalable par les enzyB8ies$ et Xhol (le plasmide pGEV2-BvgSp
aurait pu tout aussi bien étre utilisé) générapldsmide pGEV2- BvgSp-ZTEV.

L’insertion d’'un site de clivage par la thrombinetre I'hélice H19 et le domaine leucine-
Zipper a été réalisée de la méme facon avec l'dide gene synthétique (GeneCust)
correspondant a la cassette Sful-Xhol, la séquesteomme décrite ci-dessus, la séquence
du site de clivage par la thrombine remplacanteadli site de clivage par la protéase TEV. Le
plasmide ainsi généré est nommé pGEV2- BvgSp-ZThr2X
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La suppression du site de clivage par la thrombitee les domaines GB1 et VFT1 a été faite
par amplification d’'un fragment Hindlll-BamHI a lde des amorceAThr UP etAThrLO
(Tableau 3) a partir du plasmide pGEV2-BvgSpZIP®S autres plasmides pGEV2 décrits
jusqu’ici conviendraient aussi parfaitement). Lagiment est inséré dans le plasmide TOPO®
pour séquencage puis inséré dans le plasmide p@EwY3p-ZThr2X par ligation apres
digestion préalable par les enzymes de restrickiomdlll et BamHI, générant ainsi le
plasmide pGEV2-BvgSp-ZThr.

La délétion compléete du domaine GB1 a été faiteapaplification PCR en utilisant le couple
d’amorcesAGB1 UP-Dralll LO a partir du plasmide pGEV2-BvgSpableau XX). Le
fragment ainsi obtenu est inséré dans le plasm@PA® pour séquencage. Un fragment
sauvage de la portion Dralll-Sful et le fragmentdili(AGB1)-Dralll sont insérés dans le
plasmide pGEV2-BvgSp-ZThr, préalablement digéré lparenzymes Hindlll et Sful, par
triple ligation. Le plasmide résultant est nommé&M3-BvgSp-AGThr.

Tableau 3 Amorces PCR utilisées dans les constructions présentées ci-haut

Amorces Séquence
AThr UP 5'-TAAGCTTGCTCTTAATGGTAA-3'
AThr LO 5'-ATGGATCCAGCAGCAACCAGTTCGGTTACCG-3'
AGB1 UP 5'-ATAAAGCTTAGTCAAGAGCTGACCCTGGTCGGCA-3'
Dra LO 5'-GCATGACGATCACCGGGTGGTCG-3'

Ces différents plasmides ont été introduits dansoli BL21(DE3) en vue de la production et
purification des protéines. Ces étapes se font disss conditions identiques a celles
présentées dans l'article ci-avant.

2) Digestion protéolytique

Les expériences de digestion par la protéase TEMt gieu concluantes, les différents
protocoles de digestion testés ne seront pas léétai.

La protéolyse par la thrombine se fait dans le mmpormal de la protéine (T Tris-HCI
10mM pH 8,8 et 500 mM NacCl) additionné de 2,5 mMQ#C}h. La définition des conditions
de clivage a été faite par digestion de 10 pg agepre par 0,005 a 0,04 unité NIH de
thrombine dans un volume de 50 pl. Différentes dans de temps (de 30 minutes a 24
heures) et de température (4°C, 20°C et 37°C) tinutllisées. La condition adéquate de
clivage définie (1,5 heures a 37°C en présence @ uhité NIH de thrombine par 10 pg de
protéine) a été utilisée sur de plus grandes aéanten vue de préparation de protéines
clivées pour les expériences de cristallogenésecobaentration en protéine semble influer
relativement peu sur la capacité de clivage, setdtio de quantité protéine/protéase doit étre
maintenu (non montré). Une étape supplémentaipudécation sur résine Ni-NTA Agarose
(Qiagen) est effectuée apres le clivage.

Apres clivage du domaine GB1, la protéine d’intéét fixée sur la colonne et éluée par
200mM d'imidazole dans le tamponyTaprées lavage de la colonne en présence de
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concentrations croissantes d’imidazole dans le temiR. L'imidazole est ensuite éliminé par
dialyse contre la solution tampoR.T

Apres clivage du domaine leucine-zipper, la praéifintérét ne se fixe pas a la colonne,
mais seulement le fragment contenant le leucinpezipAinsi, la protéine d’intérét est
directement récupérée en sortie de colonne, lanieat) clivé indésirable y restant accroché.
La protéine peut alors étre dialysée contre le tamfy pour éliminer le chlorure de calcium
présent dans le tampon de clivage et reconcentrée.

4. La mobilité des domaines VFT

Nos résultats précédents semblent indiquer I'ingoa¢ de la mobilité des domaines VFT de
BvgS pour définir son état de signalisation, patigrement au niveau de VFT1. Ainsi, hous
nous sommes intéressés a une technique particqliepermet de définir la mobilité de la
protéine au niveau d'un résidu donné. Cette teclest la Résonance Paramagnétique
Electronique (RPE) et I'acquisition des donnéegedaite en collaboration avec le Dr. Hervé
Vezin au Laboratoire de Spectrochimie InfrarougRa&mnan de 'TUMR CNRS 8516.

La technique de RPE ne sera pas décrite ici earraie sa complexité. Son principe est décrit
en détail dans l'article de Klug and Feix (2008%@h application particuliére aux protéines
est développée dans l'article de Fajer (2000). &dleutilisée pour estimer la mobilité des
protéines et définir des changements conformatisribmebber et al., 2008; Ottemann et al.,
1998).

a. Matériel et méthodes

Les différentes expériences ont été réaliséesdessstages successifs de deux étudiantes en
premiere année de Master, que j'ai personnellerapoadrées au cours de mon travail de
these. Leurs travaux ont fait I'objet de mémoiresecherche.

Mlle Sophie Tronet a réalisé les constructionséicutes et effectué les premieres productions
et purifications de mise au point. Brievement,dedons cystéine pour la formation de ponts
disulfure permettant de maintenir les domaines ¢blis forme fermée ont été introduits un

par un dans la construction BvgSp-ZIP décrite cisds.

Les substitutions £:C et N7/C ont été introduites par PCR simple permettamification

de la portion contenant un résidu substitué enégystou la portion sauvage a partir des
plasmides pUC19-BvgSmos contenant ces mutationslams sa version sauvage comme
matrice en utilisant les couples d’amorces Bam W&HDLO et Dralll UP-Sfu LO (Tableau
4). Aprés insertion dans un plasmide TOPO® (Ingém) et vérification de la séquence, ces
fragments sont intégrés dans le plasmide pGEV2-B¥83GG, préalablement digéré par les
enzymes BamHI et Sful, par triple ligation. Les stthitions L316C, Ts3s5C, DasC et S4C
dans le domaine VFT2 ont été directement introdudems le plasmide pGEV2-BvgSpZIPGG
par mutagénése dirigée a l'aide du kit Quikchan&ite-Directed Mutagenesis (Stratagene)
et des amorces PCR décrites dans le Tableau 4odagdion et la purification des différentes
protéines ont été réalisées comme décrit ci-dessus.
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Tableau 4 Amorces PCR utilisées dans cette étude. Les amorces permettant la substitution en cystéine de résidus du VFT2
sont entierement complémentaires pour I'utilisation du kit Quikchange®.

Amorces Séquence
Bam UP 5'-TAGGATCCGCGCAGGCAAGCCAG-3'
Dralll LO 5'-GCATGACGATCACCGGGTGGTCG-3'
Dralll UP 5'-TAACCACCCGGTGATCGTCATG-3'
Sfu LO 5'-TATTCGAAATGCTGTAGAGCGC-3'
L316C UP 5-GGTGGCGGTCCTGAATTGTTTCGCGCCCTTCACCC-3'
L316C LO 5-GGGTGAAGGGCGCGAAACAATTCAGGACCGCCACC-3'
T355C UP 5'-CGAGATCATCGGCGTCGACTGTGTCGAGGAACTGATAGCC-3'
T355C LO 5'-GGCTATCAGTTCCTCGACACAGTCGACGCCGATGATCTCG-3'
D.4,C UP 5'-CGAAGGTGGTGACCGCCTGTAACCCGAGCGAGGCG-3'
D.44,C LO 5'-CGCCTCGCTCGGGTTACAGGCGGTCACCACCTTCG-3'
S4sC UP 5'-GACCGCCGACAACCCGTGTGAGGCGATGCTGATGG-3'
S445C LO 5'-CCATCAGCATCGCCTCACACGGGTTGTCGGCGGTC-3'

Mlle Elodie Lesne a pris la suite de ces expérigratea ainsi continué les productions et
purifications de ces protéines. Ensuite, une sosukifique, le MTSL ((1-oxyl-2,2,5,5-
tetramethylA3-pyroline-méthyl)Méthanethiosulfonate), est inceibévec la protéine sous
agitation orbitale légere pendant une nuit a 4°Cl@rexceés molaire. Cette sonde se greffe
alors de facon covalente au résidu cysteine, l'exigesonde non fixée est éliminé par dialyse.
La protéine peut alors étre utilisée dans I'expégede RPE.

b. Résultats et discussion

Seules les protéines contenant les substitutigr&Mu Ls;6C ont montré une bonne capacité

de marquage spécifique par le MTSL. La protéinevage ne fixe que tres peu la molécule

(fig. 73), indiquant qu’il est possible d’obteniesispectres de qualité lors de la fixation de la
sonde sur un résidu cystéine spécifique. Des gmecaprésentant la mobilité de ces deux
protéines mutantes ont donc pu étre obtenus ettsEmtsimilaires, ainsi seule la protéine

N;7/C sera représentée (fig. 74).

10000000+
Figure 73 Représentation des spectres RPE
MTSL du MTSL libre en solution (en noir) et de la
5000000 e .-
— BvaSaeVAPGG protéine BvgSp-ZIPGG sauvage (en rose). Un
faible signal correspondant a du MTSL libre
s Jn est détecté dans la protéine sauvage,
§ 0 T o ) S - indiquant qu’il n’y aurait pas de marquage
£ 3450 3500 380  5spécifique mais que le MTSL n’a pas été
totalement éliminé par les dialyses.
-5000000
Champ magnétique (G)
-10000000-
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La mobilité en une zone donnée se définit par tt®@oaent entre un « pic d’entrée » (fleches
bleues, fig. 74) et un « pic de sortie » moinsbl&siqui correspond a un petite inflexion vers
les hauts champs. Cette distance en Gauss re@dsgudrametre Azz.. De facon simpliste,

plus la distance entre ces pics (Azz) est grands,lps mouvements de la protéine sont lents.
Ainsi, on peut dénoter la présence de deux conmpesalifférentes dans la mobilité au

niveau du résidu 177 marqué par le MTSL, une corpesrapide (double fleche noire) et

une composante plus lente (double fleche orange). f&ron intéressante, l'ajout de

modulateurs négatifs de la virulence, I'acide niigue ou le sulfate de magnésium, ont un
effet trés similaire sur la mobilité au niveau aereésidu. lls induisent une diminution de la

composante rapide qui est décalée vers la compokante.

BvgSgevZIPGG N177C
THER00: | Figure 74 Représentation
II des spectres RPE de la
.-lfl Sans Nicotinate protéine BvgSp-ZIPGG
— Avec Nicdlinate N177C marquée par le
6000000 MTSL en absence ou en
l présence de nicotinate. Les
@ différents éléments
- 0 4 s P - représentés sont repris
3 3450 4+ I\ 00 3s59 dans le texte.
£ Vv
-5000000+ I
Champ Magnétique (G)
-10000000-

Bien que préliminaires, ces résultats conforteritenbypothése du réle de la mobilité des
domaines VFT, particulierement du domaine VFT1 sdé&rctivité de BvgS. En effet, I'ajout
de modulateurs négatifs semble « ralentir » la dygae de ce domaine. Ceci est cohérent
avec le phénotype avirulent du mutant D1SS, domlol®maine VFT1 aurait une dynamique
fortement perturbée a cause de sa fermeture fpada formation d’un pont disulfure.

La technique de RPE pourra sans doute étre a nouwdasée pour tester la mobilité au
niveau de différents résidus des domaines VFT,oerquoi pas sur des mutants de ces
domaines dont le phénotype est défini. Ceci nousigierait de mieux juger de I'importance
de la mobilité des domaines VFT dans les mécanisieesignalisation. Par ailleurs, une
technique particuliere de RPE, la résonance pyRE€DOR pour Pulsed Electron-electron
DOuble Resonance), nécessitant cette fois un mgegda deux positions distinctes, permet
d’évaluer la distance entre les deux résidus mardDéci pourrait étre utilisé a notre avantage
pour définir des différences dans la position redatle résidus entre les conditions modulées
et non modulées. Notre structure cristalline regméss la condition active non modulée et
ainsi nous pourrions avoir acces a la conformaties domaines VFT de BvgS en conditions
de modulation, état inactif.
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C. Conclusion des expériences sur les domaines VFT

Les différentes expériences menées jusqu’ici noois permis de définir les premiéres
caractéristiques importantes de fonctionnementildesines périplasmiques de BvgS. La (ou
les) zone(s) de perception du sulfate de magnémsestant une énigme, au méme titre que les
mécanismes de modulation par ce modulateur, nodsréms de batir un modele vis-a-vis de
la modulation par I'acide nicotinique.

1. De I'état des domaines VFT a la conformation de H19

Il apparait clair aujourd’hui que domaine VFT2 définit la zone de perception dedcide
nicotinique, vraisemblablement dans sa cavité. Ce domainteest en absence de ligand,
ce qui s’éloigne des mécanismes habituels de fumutiment des domaines VFT. Assemblés
dans la structure dimérique de la portion périplgam compléte, les domaines VFT2
semblent encore plus fermés. Une telle contrainggére quda fixation du nicotinate
n’entrainerait qu’'un changement mineur dans la conbrmation du domaine VFT2 plutbt
gu’une ouverture franche par exemple.

Le domaine VFT1 est quant a lui ouvert. Cette conédion dans laquelle le domaine VFT1
semble trées mobile, doit correspondre a un étaigtealisation positive par ce domaine. De
facon intéressante, bien qu’il ne soit pas lié pdeception directe de I'acide nicotinique,
domaine VFT1 semble aussi important pour la modulabn du systeme En effet, certaines
substitutions de sa cavité entrainent une pertéadeapacité de BvgS de répondre a la
modulation, vraisemblablement car le domaine VFTddifie empéche alors le domaine
VFT2 de fixer le nicotinate ou d’adopter sa confatibn modulée. Par ailleurs, la rupture
d’interactions spécifiques entre ce domaine etolmalne VFT2, particulierement au sein de
la méme chaine polypeptidique, ont le méme effetfixation du modulateur entrainerait un
changement de la mobilité des domaines périplassidqDelle du VFT2 semble relativement
peu importante pour l'activité du systeme, conémaient a celle de VFT1. Méme en ce qui
concerne la modulation, un mutant hypersensiblesgoent un pont disulfure inter-lobes,
donc peu mobile, a pu étre obtenu. Ceci suggenengiidgible) changement conformationnel
du VFT2 permet la transmission du signal négatif.

Les perturbations de la conformation du domaine VFR par la fixation de l'acide
nicotinique seraient donc répercutées sur la confamation et/ou la mobilité du domaine
VFT1, ce qui permettrait la transduction de ce sigal négatif. VFT1 agirait, en quelque
sorte,comme un amplificateur du signal négatif percu paVVFT2. La communication entre
les domaines VFT se fait au travers des interfacesein du méme monomere mais aussi
entre les deux monomeres.

Il est malheureusement impossible de juger de licapon des interfaces dimériques
essentielles a la transmission du signal positida transmission du signal négatif, puisqu’il
est impossible de mesurer une activité de BvgS [@sumutants correspondants. Cependant,
les interfaces nécessaires a la transmission dgeawsi positif et négatif sont
remarquablement différentes et les premieres sent imoins nombreuse&e nombre des
substitutions qui empéchent la transmission d’'un ginal négatif est donc en faveur d’'une
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augmentation des contraintes imposées au systemeupda signalisation négative Ceci
correspondrait plus particulierement a la transimiss'un changement conformationnel au
travers de la membramn@a I'hélice H19. Cette hélice et la boucle qui lagade sont dans une
zone ou s’operent de nombreuses interactions dueraines, intra- et inter-chaines, ce qui
plaide en faveur de I'importance de la conformatiten cette héliceLa conformation de
I'nélice H19 traduirait alorsle message global transmis par la portion périplasique.

Il est possible d’obtenir des mutants avirulents lpasimple substitution d’'un résidu de la
portion périplasmique (par exemplesdy). Il est donc nécessaire qu'un message positif
provienne du périplasme et soit transmis au-delk deembrane au travers de I'hélice H19.
Une contrainte doit étre imposée a I'hélice H19 pauqu’elle adopte une conformation
permissive pour l'activité kinase.Cette contrainte représente une « tension moocédie
systeme, avant tout fourni par la structure dimérigarticuliére des domaines périplasmiques
et particulierement I'ouverture et la mobilité dondhine VFT1.

On passerait alors d’'un état « en tension modéréa absence de modulateurs, a un nouvel
état, en «surtension », en présence dacide nigog par exempleUn état, en

« surtension », indique donc I'imposition de contrates supplémentaires a I'hélice H19
pour son maintien dans une conformation alternativequi défavorise fortement I'activité
kinase (figure 75). Les phénotypes des différents mutagtmt permis I'obtention d’un tel
modéle sont représentés schématiguement en appe(idic mini-guide des mutants de
BvgS).

- Figure 75 Représentation
Positive schématique des mécanismes de
signalisation positive et négative

Axe de symétrie Axe de symétrie par perception de 'acide

nicotinique  (représenté sous
forme de molécule). Les domaines

VFT1 sont représentés en bleu et
leurs lobes différenciés dans un
des monomeres (L1 pour lobe 1, L2
pour lobe 2). Les domaines VFT2

sont en nuance de rose dans leur
conformation « positive » et en

/( nuance de jaune dans leur
conformation « négative ».

=) L’hélice H19 est représentée par

a»-
'
G
(s—) \—’—) un rectangle rouge dans sa
/\ L1 conformation permettant I'activité
kinase et en vert dans |la
L
N
Vo
H
1
9

)

o conformation I'empéchant. Le

e Hok@ signe «+» indique le message
Sy~ positif provenant de la mobilité

et/ou de la conformation du

domaine VFT1, le signe «-» indique
sa perturbation et le signe
«@» indique une cavité de VFT2
sans ligand spécifique (absence

d’acide nicotinique). Les fléches

. indiquent de fagon sommaire les
Virulence _ trajets des signaux positifs (en

rouge) ou négatifs (en vert).

150



Il apparait de facon évidente que l'intégration signal positif engendre des contraintes
structurales sur différents éléments, particuliemetrH19.Ceci montre particulierement
que les domaines VFT 1 et 2 sont fortement interd@mdants dans I'intégration du signal
négatif fourni par le nicotinate. En effet, la rupture digers contacts entre ces domaines
entraine un défaut de sensibilité a la modulation.

Nous nous éloignons donc de plus en plus des nsunaside transduction du signal par les
iGluR. Dans ce cas, ce sont les mécanismes d’'awureeet fermeture des domaines VFT, par
captation d’un ligand, qui influencent la distrilaut des interfaces au travers des linkers entre
les différents domaines et fine, 'ouverture/fermeture du canal ionique lié. Dadmsas de
BvgS, l'ouverture/fermeture des domaines semblensmoamportante particulierement au
niveau du VFT2.

Il serait vraiment intéressant de pouvoir défiris Imodifications structurales apportées au
domaine VFT2 et a la portion périplasmique complietes de la captation de Il'acide
nicotinique. Ceci permettrait de mieux cerner lestaintes nécessaires a la modification de
la conformation de I'hélice H19. Cette hélice estt@inement placée de maniere artificielle
dans notre structure en absence des domaines #anBaANnaires et cytoplasmiques, son
positionnement réel reste donc difficile & prév@omprendre la conformation de cette
hélice, et mieux encore de I'enroulement d’hélipedit dont elle fait partie, serait un atout.
Pouvoir différencier la conformation des états miédu non modulé permettrait la définition
du signal que le domaine PAS doit intégrer, quit positif ou négatif. L’aspect dynamique
des domaines VFT semble aussi important, surtouteaers de VFT1. Ainsi, des études en
dynamique moléculaire ou par d’'autres techniqguemetant I'acces a la dynamique de la
protéine seraient sans doute aussi trés infornsative

2. Un mécanisme asymetrique ?

Des résidus tryptophane, conservés dans la famék capteurs-kinases a VFT, ont été
identifiés dans BvgS comme impliqués dans la tracisoh des signaux positifs et négatifs.
Ces résidus se retrouvent dans une zone critiql& steucture dimérique (Fig. 76). En effet,
ces résidus sont situés au niveau central dedatste, formée d’'un pilier d’hélicascentral
autour de I'axe de pseudo-symétrie. Ce type d’agmeat autour d’'un pilier central a été
décrit pour les domaines périplasmiques du capdimase TorS, a linstar de ceux de la
famille NarX (Moore and Hendrickson, 2009). Dans @&rniers cas, il s’agit cependant
d'une organisation en paquet de quatre hélicesaalpbbs états actif et inactif du systeme
correspondent respectivement a des états symétiqamymétrique de la protéine (Moore and
Hendrickson, 2012). On ne peut exclure l'existerd@n tel mécanisme dans le
fonctionnement de BvgsS.
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Figure 76 Représentation du
« pilier central »formé par les hélices H8,
H18 et H19 (en vert). A Les domaines
VFT1 et VFT2 d’un monomeére sont
représentés en nuances de bleu, et ceux
de lPautre monomeére en nuances de
rouge. B Les hélices H8, H18 et H19
séparées du reste de la structure. En
rouge les résidus W280, W525 et W535.
En bleu, les résidus formant les
interactions présentées dans le texte. C
Zoom sur la zone d’interaction entre H8
et H18. Les tirets bleus indiquent un
contact polaire. D Zoom sur la jonction
entre H18 et H19.

Les interactions entre les hélices de ce « pilisont cependant limitées. Il n’y a méme
aucune connexion directe entre H18 et H19, maigueament au travers de la boucle qui
précéde H19 et au sein du méme monomere (cf. @Y. Cette zone est trées chargée en
interactions avec les différents domaines, maisubstitution du résidu 4% en alanine,
diminue la sensibilité aux modulateurs de BvgS tmarhme celle du résidu 3¢ (lui aussi
localisé a la fin de H18), indiquant une implicatide ces résidus dans la transduction du
signal négatif. En supposant qu’un état symétrjggrenette I'activité, la modulation pourrait
générer un état asymétriquainsi une conformation particuliére, asymétrique pa
exemple, au niveau des hélices H18 imposerait ditement une contrainte a I'hélice
H19, la maintenant dans une conformation non permasgwour l'activité kinase. Le
remplacement en alanine du résidysyMa la fin de H8) rend BvgS plus sensible a la
modulation. Il pourrait étre impliqué en partie dde maintien du tronc central d’hélices,
particulierement H8 et H18, dans une conformatiométrique. On peut alors imaginer que la
perception du nicotinate au niveau du VFT2 entrainechangement conformationnel de
celui-ci qui rendrait I'organisation dimérique plasymétrique. Ce phénomene serait alors
répercuté au niveau de VFT1, la conformation désdeH8 s’en retrouverait modifiée, et
ainsi celle des hélices H18 (ce qui possiblememnmptrait, en partie, I'amplification du
message neégatif par VFT1 discuté précédemmentklicéh H18 transmettrait donc ces
changements conformationnels a I'hélice H19 auetade la boucle qui les relie.
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Il est aussi intéressant de constater que lesartiens nécessaires a la transmission du signal
positif ne traversent pas l'axe de symétrie, commaent a celles requises pour la
transmission du signal négatif (fig. 75). Ceci paiirdonc indiquer la transmission de
contraintes asymeétriques pour le passage en coafaminactive, ce qui est cohérent avec ce

modeéle.

Il nous faut donc maintenant comprendre quels sestchangements structuraux, ce qui
permettra de définir plus précisément le mécanismdransduction des signaux négatifs.
L'importance relative des différents mécanismesbabdes discutés ici pourrait aussi étre
définie et confirmée. Mesurer I'impact de tels apaments sur I'hélice H19, et I'enroulement
d’hélices dont elle fait partie, permettrait deidiéfle « message » percu par le domaine PAS.
Une meilleure compréhension de la transduction igmas jusqu’a son intégration par
I'histidine-kinase, soit une activité kinase ou pplatase, serait alors possible. Nous avons
obtenu des mutants dont le niveau d’activité basatiminué par substitutions de résidus des
domaines périplasmiques, il semblerait donc que atgiwités intermédiaires puissent au
moins résulter d’'un état intermédiaire de ces dopwmiA nouveau, c’est la conformation de
I'hélice H19 qui semble cruciale a la transmisgilence type de signal et semble parfaitement
intégrable par le domaine PAS.
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VIII Etudes du domaine PAS de BvgS

Comme nous l'avons vu, le domaine PAS de BvgSrestaeu caractérisé. Les domaines PAS
cytoplasmiques sont souvent capables de percewoisignal particulier au travers de la
fixation d’'un ligand ou d’un cofacteur au sein darl cavité, mais, parfois, aucun ligand n’est
identifié. Une autre caractéristique importantecgetype de domaines est sa capacité de
dimérisation, qui semble indispensable a de nonsleedonctions, particulierement dans la
régulation de l'activité de divers capteurs-kinasesdomaine PAS de BvgsS est trés conservé
au sein du complexéronchiseptica (Herrou et al., 2009), ce qui suggére une grande
importance fonctionnelle de ce domaine. Afin deurieppréhender le réle de ce domaine
dans la régulation de I'activité kinase de BvgSysavons entrepris une caractérisation de ce
domaine par diverses approches.

A. Etudes de la fonction du domaine PAS

Ainsi nous avons entrepris de caractériser ce duemtmut d’abord par homologie avec des
systemes décrits dans la littérature en recheratemtrésidus conservés pour leur probable
fixation d’'un ligand ou leur réle dans la signalisa entre le domaine PAS et les domaines en
amont et en aval. Nous avons donc mesuré l'effesutestitutions particulieres au sein du
domaine PASIin bacterio par reconstitution du systéme BvgAS par recomborai
homologue. Des études vitro par construction de protéines recombinantes ossiatté
conduites. Une campagne de cristallisation a ét@émeavec certaines de ces protéines
recombinantes.

Ces résultats ont été mis en valeur par la pubicad’'un article dans le journal BMC
Microbiology (Dupré et al., 2013).

1. Characterization of the PAS domain in the sensoase BvgS: mechanical role in
signal transmission
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2. Résumé
NB : Les figures citées ici sont celles de I'agici-dessus

Dans ce travail, plusieurs protéines recombinaateseté produites. Leurs séquences (figure
1) correspondent soit au domaine PAS isolé (NO-@0jhnant une protéine peu soluble
vraisemblablement monomeérique, ou a ce domaineqdiand’extensions de différentes
longueurs en positions N- et C-terminales (N1, N2N8 en combinaison avec C1, C2 ou
C3). J'ai pu participer a la tentative de cristation de plusieurs de ces protéines (N2 ou N3
combiné avec C2 ou C3, les plus stables et solybtesis sans succes. La plus stable d’entre
elles (N2-C3) a été utilisée en spectrométrie desmaon dénaturante afin de déterminer la
présence d’'un éventuel ligand associé et vérifeernature supposée dimérigue comme
observée au cours des étapes de purification. Aligand n’a pu étre identifié par cette
technique mais la dimérisation du domaine PAS dgBa été confirmée.

Ajoutons ici que les molécules présentes dans leeunde culture liquide Stainer-Scholte

ainsi que les différents acides aminés et diverdulaeurs chimiques de la virulence ont été
testés quant a leur role potentiel de ligand du aoen PAS. Aucun de ces composés n'a
montré une capacité de stabilisation significatides la protéine recombinante N2C3 par
Thermal-Shift Assay (TSA) et ainsi ces résultatsem®nt pas autrement détaillés.

La construction N2-C3 a aussi été utilisée afincdenparer la stabilité entre sa version
sauvage et plusieurs variants ou un résidu padicdl domaine PAS est substitué en alanine
(Table 1). Les différents résidus substitués soeggntés ci-apres, ainsi que les phénotypes de
mutants pour lesquels ces substitutions ont étédunites dans BvgS complet (Fig. 4).

En absence de structure disponible pour le donfaife de BvgS nous avons donc travaillé
sur base d’'un modele structural et par homologex al’autres systemes. Différents résidus
ont ainsi été remplacés sur la base d’'un réle iputatperception ou de signalisation par le
domaine PAS.

Le résidu H3 a été ciblé pour son implication potentielle deEngxation d’un ligand de type
héme par homologie au systeme FixL. La mutatiorcelgésidu entraine une perte de la
capacité de modulation chez la bactérie et unenditicin significative de la stabilité de la
protéine. Il ne semblerait pas que le domaine P& capable de fixer un heme mais le
résidu Hys avec sa volumineuse chaine latérale probablerogahtée vers sa cavité,
permettrait une stabilisation du domaine.

Le domaine PAS de BvgS a été proposé comme posshbkeur rédox, a l'instar du systeme
ArcB, qui fait intervenir des résidus cystéine. Désidus cystéine sont aussi impliqués dans
la fixation de cofacteur dans des domaines deua-famille LOV de domaines PAS. Or, un

seul résidu cystéine est présent dans le domailfed@ABvgS (6o7), ce résidu pourrait alors

participer a la fixation d’un ligand au sein de&vité de ce domaine ou percevoir I'état redox
du cytoplasme. Sa substitution en alalnine entriaiperte de sensibilité a la modulation ainsi
gu’'une diminution significative de la stabilité ¢k protéine recombinante. La capacité de
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réponse a la modulation chimique est altérée, sagg@ nouveau un rdle de la stabilité du
domaine PAS dans la transmission du message nédgati€vanche, BvgS reste actif.

Un domaine PAS dBlycobacterium tuberculosis a été cristallisé avec un ligand de type acide
gras C16. La fixation de ce ligand fait intervemir résidu arginine présent dans une position
similaire dans le domaine PAS de BvgS#R La mutation de ce résidu n’affecte pas le
phénotype de la bactérie et ne déstabilise la ipt@&combinante que modérément. Il a été
impossible de démontrer la fixation d’un ligandagetype.

D’autres résidus de cavité, possiblement impligdéss la fixation de ligands, ont été
identifiés (Ysos €t Ns37). La substitution simultanée en alanine de cesluésdans BvgS
génere un mutant avirulent et une protéine tréegetaent déstabilisée. Cette forte
déstabilisation ne conduit cependant pas a la datjom de BvgS cheB. pertussis, mais
inactive la protéine. Ceci indique un réle impottae la cavité du domaine PAS dans le
maintien de son intégrité structurale, dans saatpéde transmission d’informations et dans
le maintien de la conformation active de BvgS, hjee ceci ne dépende pas nécessairement
de sa capacité de fixation d’'un ligand.

Des résidus trées conservés dans la famille des idemaPAS (Mos et Dso5) sont
respectivement impliqués dans des interactions doyau » avec les hélices flanquantes N-
terminale et C-terminale. La substitution de chadences résidus séparément entraine un
phénotype avirulenin bacterio bien que BvgS soit détecté. Les protéines recosmib@s
résultantes sont tres fortement déstabilisées einanaolubles (le variant dyA
particulierement) mais semblent conserver leur ciggpde dimérisation..

Ces résultats indiquent la nécessité d'un repliemestable » du domaine PAS pour
permettre un bon fonctionnement du systéme. Lat&ali domaine PAS doit étre intacte
pour maintenir la stabilité du domaine. Autremesm, fonction de l'effet plus ou moins
prononcé sur la stabilité du domaine, une subgtituta entrainer la perte de sensibilité a la
modulation du systeme ou son inactivation complegecavité du domaine PAS serait ainsi
nécessaire a sa stabilité et donc a sa capacit@mkamission et de maintien des messages
percus en amont. Le couplage du domaine PAS agehdiees flanquantes est aussi crucial
dans ces mécanismes. Découplé de I'une d’entrs, ellsme permet plus le maintien de
lactivité kinase de BvgS. Ceci indique qu’'un megsaositif proviendrait des domaines
amont et serait maintenu et transmis vers la kin@dsemécanisme est rendu possible par un
repliement « stable » du domaine PAS, dépendarg antres de I'état de sa cavité mais aussi
du couplage avec les hélices flanquantes.

Le couplage entre le « noyau » du domaine PAShélite flanquante du c6té N-terminal
pourrait se faire en partie au travers de la botalmée entre les brinsfHet I3. En effet,
différentes substitutions dans cette zone et datte @élice, donc possiblement en contact
avec la boucle HI, ont été rapportées comme rendasysteme insensible a la modulation
(Fig. 2). Ainsi, nous suggérons que cette inteoacgst nécessaire a la transmission d’'une
information négative provenant du périplasme. Cetrsmission se ferait au travers d’'une
augmentation de la tension du systeme qui perntddrpassage en conformation inactive de
la kinase.
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Une tension basale, provenant vraisemblablementidesines amont, semble nécessaire au
maintien de I'activité kinase. Cette tension seraihsmise au domaine PAS au travers de sa
connexion a I'hélice le précédant. Un repliemerdb du domaine PAS serait alors
nécessaire au maintien de cette tension et donkackevité de la kinase. Cette stabilité
dépendrait de I'état de la cavité du domaine PAScaliplage aux hélices flanquantes et fort
probablement de sa capacité de dimérisation, vucgudomaine ne semble stable que sous
forme dimérique. Le couplage du domaine PAS aveglite suivante, qui précéde donc la
kinase, est le dernier point de contréle dansdasimission des signaux. Il est nécessaire au
maintien de l'activité kinase, ce qui indiqgue qaedbmaine PAS permet bien la transmission
d’'un message positif a la kinase. Un message fi¢gati étre intégré par le domaine PAS qui
va alors permettre le passage en conformationiveau phosphatase) de la kinase.

B. Les régions flanquantes du domaine PAS

Nous avons donc vu que le domaine PAS sert dedims |la transmission des informations
depuis les domaines périplasmiques vers l'histifinase. Un domaine dont la conformation
est plus lache nuit & la transmission correctestgsaux, positifs ou négatifs. Mais comment
ces signaux lui parviennent-ils ? Comment sontrdlesmis a I'histidine-kinase ?

1. Jonction avec I'histidine-kinase

Nous allons donc voir ici la jonction entre le dongaPAS et I'histidine-kinase. Comme nous
I'avons décrit précédemment, cette zone est sante dmnformée en hélice qui s’étend
jusqu’au domaine DHp de I'histidine-kinase, lui siusn hélicen (cf. V.C. Transduction du
signal). Ces hélices, dites,Jsont prédites pour former un enroulement d’hélice donc
doivent se caractériser par un enchainement déusesiont la longueur peut normalement
varier de 7 résidus pour maintenir l'activité disteyne. L’hélice d suivant le domaine PAS
de BvgS semble répondre aux criteres de longueur miultiple de 7 résidus, avec 21 résidus
(cf. fig. 77).

<« PAS > <€«<— Jo » HK ——» Figure 77 Alignement entre
YGTDRYLLLARDVTHLHRLE--——————————=—= TMR--RDFVGNVSHELRTP divers capteurs-kinases
FSKGQYLLIASDMSQQINLQ=-======= == === OMR--ETFVANASHELRTP Possédant un domaine PAS
GNPQHYVVQIIDITAQRRLE- - ——-—————————— EMK--RDFINLASHEIRTP en amont de [histidine-
SRQFGIIANISDISELREQQ-----—-—-——————— ROH--REAIDFISHDVRSP kinase et BvgS. Les doubles
GEFLGAFAMLTDITERKRAEMALRQAN--————— RQL--NLLSSITRHDILNN fleches bleues représentent
TNDEGRILVWSDITAIKAREEDLSAAN--————- EAK--TRFMAVTTHELRTP 7 résidus soit environ 2 tour
GRHLGLVGFGRDITERKRHEESLEKAS - - — - —— - RDK--TTFISTISHELRTP d’hélices. Adapté de Méglich
GNFAGYRGVGTDITVLYNALQEAEAAN- - ————— VAK--TDFLNVMSHELRTP et al., 2009b.

GEKKLFASVVRDITEQKRAKQALISAKTEAEKANLAK--SQFLAAMSHEIRTP
GSVSGLLGIIVDITDRKRAEIEVLRAKEAAEAANRAK--SDFLANMSHEIRTP
RTAGRIEGVIQDITEYKRARDELAAEQARAEQALEAR--SAFLANMSHELRTP
GECRAYVGIQODISYEIQONKTKMIQAKEQAERATQOAK--SEFLANMSHEIRTP

BvgS GELKGIIGGWIDITERAELLRKLHDAKESADAANRAK--TTFLATMSHEIRTP

Nous avons alors cherché un systeme dont la séguenithélice d serait au plus proche de
celle de BvgS mais dont la longueur serait diffé(genAinsi, un capteur-kinase d’une
cyanobactérie (WP_009783999 dlgngbya sp. (souche PCC 8106), aussi nomnhee
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aestuarii CCY9616) s’est avéré tres proche en séquencesstéde une hélicex de 28
résidus (cf. fig. 78). Nous avons donc choisi delifier la longueur de I'héliceaJde Bvgs,
en l'allongeant, en se basant sur les résidus piedans cet autre capteur-kinase.

BvgS : QDSLCELKA | GCGW DI TER-- - - - - - AEL L RKLHDAKESADAANRAKT TFLATMSHEI RTPIMNAI | GVMLE

WP_XX : RNEL GKVRGVI GAFLDVTERKQAEAEREQLLARERSAREEAEAANRI KDEFLAVLSHELRSPLNPI LGWAN

Figure 78 Alignement entre les capteurs-kinases BvgS (BP1877) et WP_009783999. En vert le domaine PAS, en rouge le
domaine histidine-kinase. L’hélice Ja est représentée en noir et I'insertion des 7 résidus dans cette hélice du capteur de
Lyngbya sp est en bleu.

a. Matériel et méthodes

Ces expériences ont été réalisées avec Mlle Elasiee, alors étudiante en licence, que jai
encadrée pendant ma thése, dans un travail quefia mettre en valeur au travers de la
réalisation de son mémoire de stage. La démarchériexentale pour la construction de
souches contenant 'insertion de un, deux, traistg ou sept résidus est la méme que celle
explicitée en VII.LA.2.b., en utilisant les couptamorces PCR décrites dans le tableau 5 par
PCR chevauchante pour reconstruire le fragment-Blgal (cf. fig.62, pUC19-BvgSmos).

Tableau 5 Liste des amorces de PCR utilisées dans cette étude. Elles sont utilisées en couple avec les amorces BvgBglll UP
et BvgXbal LO décrites dans le tableau 1.

Amorces Séquence
Ja+1 UP 5'-AAGGCCGAGCTGCTGCGCAAGCTG-3'
Ja+1 LO 5'-CTTGCGCAGCAGCTCGGCCTTACGTTCGGTGATGTCGATCCA-3'
Ja+2 UP 5'-AAACAAGCCGAGCTGCTGCGCAAGCTG-3'
Ja+2 LO 5'-GCGCAGCAGCTCGGCTTGTTTACGTTCGGTGATGTCGATCCA-3'
Ja+3 UP 5'-AAACAAGCTGCCGAGCTGCTGCGCAAGCTG-3'
Ja+3 LO 5'-CAGCAGCTCGGCAGCTTGTTTGCGTTCGGTGATGTCGATCCA-3'
Ja+4 UP 5'-AAACAAGCTGAAGCCGAGCTGCTGCGCAAGCTG-3'
Ja+4 LO 5'-CAGCTCGGCTTCAGCTTGTTTGCGTTCGGTGATGTCGATCCA-3'
Ja+7 UP 5'-AAACAAGCTGAAGCTGAACGAGCCGAGCTGCTGCGCAAGCTG-3'
Ja+7 LO 5'-TCGTTCAGCTTCAGCTTGTTTGCGTTCGGTGATGTCGATCCA-3'

Le plasmide pFUS S1 codantflagalactosidase sous la dépendance du promotear siri$-
unité S1 de la toxine pertussique a ensuite étéodunit dans les différentes souches
recombinantes portant les insertions dans I'hélice

Les differents mutants ainsi obtenus ont été cédtign milieu SS a 37°C sous agitation en
présence ou non de modulateurs chimiques afinedtatt de leur activité de virulence.

Les modifications attendues de la périodicité dedlices 4 sont représentées
schématiquement en figure 79.

Ja Ja+1 Ja +2
Figure 79 Représentation schématique du
positionnement relatif des hélices Ja apres
insertion de différents nombres de résidus en son
sein. La portion rouge représente une interface
Ja+3 Ja+4 Ja+7

dimérique entre ces hélices (ou entre les hélices
du domaine DHp sous-jacent) permissive pour
I'activité kinase




b. Résultats et discussion

Malheureusement, aucune des souches ainsi coastnid conservé une activité détectable
de BvgS en utilisant notre systeme rapporteur babjtx-lacZ (non représenté) et les
mutants semblent avirulents. Deux explicationsédéites sont alors envisageables a ce
niveau.

La premiere est que le fonctionnement de BvgS mdiffles modeles sur lesquels nous nous
sommes basés au niveau de la transmission d’infammentre le domaine PAS et I'histidine-
kinase. Cette hypothése est la plus difficilementigageable. En effet, les domaines PAS
sont connus pour réguler I'activité de I'histidikimase au travers de I'hélice,kt donc BvgS
devrait suivre cette regle. Nous ne pouvons padeimient exclure, un contact direct entre les
domaines PAS et histidine-kinase, qui a été déontme mécanisme de régulation directe de
I'activité kinase dans un autre systeme (Miyataka.e 2000). Dans ce cas, 'augmentation de
la distance entre le domaine PAS de BvgsS et saidlimis-kinase lors de I'insertion de résidus
empécherait cette interaction directe et ainsiélgulation de I'activité kinase, bloquant le
systeme en conformation inactive.

La seconde hypothése serait que la perturbaticsi générée dans I'hélicer he permette
plus le maintien de I'activité kinase et ceci paitrs’expliquer de différentes fagons. En effet,
on s’attendrait & ce que I'insertion de 7 résidastitue une activité kinase proche de l'activité
du sauvage (Mdoglich et al., 2009b). Cependante dattertion de résidus ne correspond pas
parfaitement a deux tours d’hélices, mais 700° glgnsoit -20° par rapport a la condition
sauvage. On peut alors supposer que la kinase g8 Boit treés sensible a la position des
hélices et que I'angle dans lequel I'activité emtnpise soit plus restreint que dans les modéles
testés préecédemment et dont la fonctionnalité estaurée lors de I'ajout de 7 résidus dans
'hélice Jn (Moglich et al., 2009b). Alternativement, il sdrgossible qu’il y ait une
atténuation du message lors de l'allongement délith, comme cela a parfois été décrit
(Falke and Erbse, 2009), et dans notre cas cd#iauation affecterait fortement l'activité
kinase. Le choix des résidus a été fait sur la lohse systéme dont la séquence est trés
proche de celle de BvgS a ce niveau, on peut dopposer qu’il devrait aussi étre
convenable pour la fonction de BvgS. Cependanst gdessiblement ce choix de résidus ou
encore le site d’intégration choisi qui nuit a tiaité de la kinase.

L’insertion d’'un résidu unigque dans I'hélice du systeme YF1 a généré un systeme ayant
une activité inversée, son activité kinase s’exprima la lumiére et non dans I'obscurité
(Moglich et al., 2009b). Nous avons donc testéegddthése qu’'un tel mutant « +1 » de BvgS
pourrait fonctionner inversement par rapport a Bgg8vage, c’est a dire étre inactif a I'état
basal et étre activé par les modulateurs négagfdadvirulence. Cependant I'ajout de
modulateurs lors de la culture d’un tel mutant cBegertussis n’a pas permis la récupération
d’une activité kinase.

Par ailleurs, dans le cas YF1, I'ajout de 4 résisleimble rendre le systeme non modulable,
exprimant en permanence une activité kinase (Mbgdt al., 2009b). Dans notre cas, le
systeme BvgS « +4 » reste inactif avec le rappogedlacZ. Cependant, il a été possible de
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détecter une faible production de FHA (non montds)s le mutant contenant I'insertion de
quatre résidus dans I'hélice de BvgS cheB. pertussis, ce qui semble indiquer une activité
résiduelle de la kinase de BvgS dans ce mutantpétaps ici que le geniaB est un gene
précoce du régulon Bvg, c’est a dire qu’une fadulantité de BvgA phosphorylé suffit a son
expression. Ceci contraste avec les geaptes qui sont tardifs et nécessitent de grandes
guantités de BvgA phosphorylé pour étre transatissrésultat indiquerait donc que l'activité
de BvgS n’est pas totalement abolie dans ce mutanhodification attendue pour la position
des hélices par rapport a la situation sauvaged'est angle de +40° (4x100°), ce qui
semblerait maintenir une activité résiduelle dutay®. La production de FHA semble
indépendante de I'ajout de modulateurs, dans lauraest les concentrations normalement
inhibitrices de l'activité kinase de BvgS ne moglifi pas cette production (non représente).
Pour quantifier ces résultats, il serait utile dérer le rapporteuracZ sous contrdle du
promoteur dé¢haB, ce qui n’a pu étre réalisé faute de temps.

On peut donc supposer que le phénotype avirulerda geupart des mutants construits ici
refleteun mécanisme d’atténuation dd a la longueur de I'H&e Juo ou la nécessité d'une
orientation rotationnelle relative des deux héliceselon un angle assez restreint pour le
maintien de l'activité de I'histidine-kinase chez BgS. Une interaction directe entre le
domaine PAS et 'histidine-kinase de BvgS ne pepeadant pas étre totalement exclue.

Il reste donc difficile de comprendre les phénosypbservés. Particulierement, pourquoi une
modification de I'arrangement de ces hélices de€ {J@ +7) semble-t-elle plus drastique
encore qu'une modification de 40%(#4) dans notre cas? En dehors des considératégas d
soulevées, une telle différence pourrait s’expliqde facon simpliste, en supposant que la
zone d'interface permissive pour l'activité kinggemme représentée en figure 79), ne soit
pas parfaitement symétrique dans son état sautamgeffet, si I'on considére une position
initiale de -15° par exemple (le 0 représentanpdaition parfaitement symeétrique), et en
restreignant l'interface permissive a 50° d’andgéedécalage de positionnement généré par
I'insertion de 4 ou 7 résidus pourrait expliqueeurlle difféerence. Dans ce cas, l'interface
permissive pour I'activité kinase serait encoretipfement accessible apres insertion de 4
résidus, mais bien plus difficilement apres insertile 7 résidus (Fig. 80). Un tel mécanisme
simpliste pourrait refléter en partie une réalit€canistique, et dans ce modéteest
I'interface dimérique entre les hélices d et entre les hélices du domaine DHp qui serait
la clé de la régulation de I'activité kinase Une telle interface permissive pour I'activité
kinase serait permise dans une gamme d'angle wetaéint restreinte permettant une
régulation fine de I'activité kinase.

Figure 80 : Représentation schématique du

Ja Ja+4 Ja+7
positionnement des hélices Ja dans leur
position sauvage ou apreés insertion de 4 ou 7
résidus. La portion rouge représente la zone
d’interface permissive pour l‘activité kinase.
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2. Jonction avec les domaines en amont

Le domaine PAS de BvgsS est relié aux domaines emntagrace a une séquence protéique
prédite en hélice. Au sein d’un dimeére, ces hélices seraient cagat#eformer elles aussi un
domaine de type coiled-coil. Comme discuté précédem (cf. VIII.A.1.), ces hélices
seraient potentiellement en interaction avec lacleowsituée entre les brinspHet B du
domaine PAS. Diverses substitutions situées détes lseucle et dans I'hélice susnommeée ont
été rapportées dans la littérature. D’autre panpagir de souches rendue avirulentes par
certaines substitutions dans les domaines périjdas® de BvgS, des mutants de BvgS sont
apparus qui retrouvaient spontanément leur activeéé mutants ainsi obtenus semblaient par
ailleurs incapables de répondre a la modulation ljga&ide nicotinique et le sulfate de
magnésium. Nous avons donc choisi de sélectioneemuwtants et de reséquencer le gene
bvgS, afin d’obtenir un catalogue de mutations comptnss des défauts périplasmiques..

a. Matériel et Méthodes

Afin de sélectionner des souches redevenues virdenles mutants avirulents a cause de
substitutions dans les domaines périplasmiques éét cultivés sur milieu BG agar
complémenté par 10% de sang frais de mouton. Lieshses utilisées pour ce faire sont les
souches oA, YgiA+EgsA, WszsA ainsi qu'une souche7FA non décrite précédemment,
contenant toutes le plasmide rapporteur pFUS S1.

Les cultures se font normalement sur une durée jeird. Les souches ont été passées en
cultures successives de nombreuses fois (jusqueegiguages) par étalement sur geélose
fraiche et isolement. Les clones ayant récupérésaativité de BvgS et ainsi leur virulence
ont été sélectionnés par apparition d’'un halo dbigee (lié a l'activité de I'hnémolysine
CyaA), autour des colonies. De facon intéressalmesque les cultures sur boite sont
prolongées jusqu'a 4 a 5 jours, une plus grandeoption de bactéries retrouve sa capacité de
virulence au passage suivant. Ainsi, les passagaessifs ont été effectués aprés ce temps
de culture une fois cette observation faite.

Les souches virulentes ainsi obtenues ont été weséges pour couvrir la région codant les
domaines VFT1, VFT2 et PAS (fragments de PCR SpamBl, BamHI-Bglll et Bglll-
Xbal). Ces souches possédant un systéme rappolteurniveau d’activité ainsi que leur
capacité de réponse face a des concentrations esle(riormalement inhibitrices) de
modulateurs ont été vérifiés.

b. Résultats et discussion

De facon intéressante, les mutations des domagrgsdasmiques étant toujours présentes, de
nouvelles mutations étaient apparues au niveauadumient Bglll-Xbal, codant la portion de
BvgS comprenant le domaine PAS et I'hélice en amQuelque soit la souche utilisée, ces
observations sont restées valables. De plus, lstdifférentes souches portant des mutations
initiales différentes dans le domaine périplasmidgjuest arrivé régulierement de retrouver la
méme mutation dans le domaine cytoplasmique, irditjgue le mécanisme permettant la
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réactivation du systeme n’est pas dépendant datlaende la mutation qui inactive BvgS
dans son domaine périplasmique.

Les mutations réactivant le systéme se font, dans ks cas observés, par la modification
d’'une seule base au niveau de la séquence ADNuge fEgquemment par transition mais

aussi par transversion (la frequence naturelleadeahsition est plus élevée que celle de la
transversion). On peut donc supposer que ces mgadpparaissent de facon aléatoire en
suivant la fréquence naturelle de mutation. L’obbagon d’'une augmentation de la fréquence
d’apparition de telles mutations lorsque les celusont prolongées pourrait refléter une
augmentation de la fréquence globale de mutatiors dem contexte de stress général, qui
serait lié ici a une carence nutritive.

Les fréquences de mutation en conditions standardutture ou en culture « prolongée »,
générant probablement un stress, n‘ont pas étaudesml Les différentes mutations ainsi
obtenues, et celles déja citées dans la littérataneme rendant le systeme non modulable,

sont représentées en figure 81 par la substitgémérées au niveau protéique.

RROTRORKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPN
H QV NRP Y M

beta_A beta B alpha C alpha D alpha E alpha F beta_ G beta_H beta_I
PIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAVLGKT I PEANVVGD PALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGGWIDIT

Figure 81 Représentation de la séquence protéique de la portion de BvgS pouvant contenir des substitutions rendant le
systeme non modulable. La couleur bleue représente les hélices alpha, le rouge les brins béta et le noir une zone non
structurée dans les prédictions de structures secondaires. La premiére ligne correspond a I’hélice cytoplasmique reliant
le segment transmembranaire au domaine PAS, lui-méme représenté en seconde ligne. Les substitutions empéchant la
modulation du systéme sont reprises en vert a leurs positions respectives sous la séquence initiale.

Les mutations sont donc particulierement représsntdl niveau de I'hélice précédant le
domaine PAS et dans la boucle située entre les biiret I3 de ce domaine (dénommée ci-
aprés boucle HI). On retrouve aussi quelques nmmstdans les hélicesuket Fo, décrites
comme critiques pour la signalisation dans de nembrsystémes comme exposé dans la
partie V, et ainsi il n’est pas surprenant quehgdies soient aussi représentées.

En revanche, il est surprenant de trouver des isufosts assez conservatrices (D vers E, F
vers Y...) et qui ont pourtant un effet drastique Bucapacité du systeme a répondre a la
modulation. Notre hypothése est ques substitutions affaibliraient modérément
I'interaction entre I'hélice en amont de PAS et laboucle HI du domaine PAS Selon notre
modele expliqué plus hauta modulation génererait une tension supplémentag qui
nécessite une interaction relativement stable entrees éléments structuraux pour étre
transmise. En présence de ces mutations, la tension supplaireme peut plus étre
transmise.

D’'un autre co6té, dans les mutants initiaux utilisés signal positif périplasmique est
interrompu. Ainsi, on peut supposer que la pertctd/ité proviendrait d’'une mauvaise
conformation de H19, qui impose alors une conteainhégative » sur le domaine PAR.(
différente de la contrainte « activatrice » qui séxi chez BvgS sauvage), avec comme
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conséguence une perte de I'activité kinase. Untkdifaement, méme mineur, de l'interaction

entre la boucle HI et I'hélice N-terminale flanqtenqui prolonge H19 (dénommée ci-apres
hélice de jonction H19), libererait une partie dte tension et permettrait alors le bon
repositionnement des interfaces du domaine PAS lpdmainsmission d’un signal activateur a

la kinase. Ce positionnement correspondrait envararelui adopté en présence d’'un signal
positif périplasmique dans le cas sauvage, sauflajpetite perte de tension empécherait la
transmission des signaux négatifs « nicotinateowgarant du périplasme.

Dans BvgS sauvage, la boucle HI semble donc primlerdu maintien de cette conformation
tout comme, sans doute, la longue hélice de jomddH@9 elle-méme. Dans un tel cas de
figure, les domaines périplasmiques seraient lemuex majeurs de la régulation de l'activité
kinase au travers de la conformation qu’ils imposebhélice H19 et donc a la longue hélice
de jonction H19. Le domaine PAS integrerait leaigx périplasmiques au travers de cette
hélice et par une connexion entre celle-ci et lacko HI. L’état basal actif des domaines
périplasmiques permettrait donc d’amener le domRiA& en conformation activatrice, état
qui serait similaire a sa conformation par défaart, absence de contraintes fournies par
'amont, sans doute grace au positionnement optiteaon interface dimérique. Cet état actif
peut étre perturbé lorsque le couplage avec l'anmantl’aval est rompu ou lorsque le
«noyau » PAS lui-méme est fortement déstabiliséencore en présence de modulateurs
géneérant un message négatif périplasmique. L'&tatlant des mutants N608A et N608S
indiquerait alors qu’une trop forte déstabilisatamun niveau de la jonction amont du domaine
PAS empécherait la conformation normale et acis@trcertainement par perturbation de
linterface dimérique de ce domaine, nécessairemaintien en état actif du domaine
histidine-kinase.

D’autre part, la portion cytoplasmique de BvgS ésoén solution possede une activité kinase
in vitro (Bock and Gross, 2002). On peut imaginer que tdazmation du domaine PAS est
alors peu contrainte par I'hélice en amont, comaresdes différents mutants non modulables
décrits ici, et adopte alors une conformation attice « par défaut », ce qui est cohérent
avec notre modele. Dans BvgS complet, la confoonatie I'hélice de jonction H19 et les
contraintes gqu’elle impose au domaine PAS appaaisire le point clé de la régulation de
l'activité kinase, le domaine PAS semblant étrerelais du message, et possiblement un
point de contréle final. Comprendre 'agencementelge hélice serait alors critique pour la
compréhension globale de la transduction des sigpéuplasmiques.
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3. Délétion du domaine PAS

Les différentes expériences menées jusqu’ici njmag permis de montrer la fixation d’'un
ligand par le domaine PAS. Les différentes évideraecumulées jusqu’ici n’excluent pas
cette hypothése de fixation de ligand, mais il denalit que le réle principal du domaine PAS
soit un réle de transmission mécanique. De plusxigte plusieurs systemes contenant des
domaines VFT périplasmiques et dépourvus de donfakte Les domaines VFT sont alors
reliés directement a la kinase via un segment tmansbranaire prédit comme étant prolonge
par une hélicex dans le cytoplasme. Dans ces systémes, ces hékcgsnction entre le
domaine membranaire et I'histidine-kinase sont géavent prédites comme capables de
former un enroulement d’hélices. Nous avons dompasé que le domaine PAS n’était pas
indispensable au fonctionnement de ce type de mgst®dlous avons alors recherché un
systéme homologue ne contenant pas de domaine ffA8eadéfinir la zone de délétion du
domaine pour créer un variant de BvgS dépourvu amaihe PAS. Le capteur-kinase
PP_3413 dé’seudomonas putida KT2440 a été utilisé comme modele de capteur oanie
deux domaines VFT périplasmiques et dépourvu dead®@nPAS, pour sa proximité de
séquence avec BvgS au niveau cytoplasmique (Fjg. 82
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Figure 82 Alignement entre BvgS (BP1877) et PP_3413. Les structures secondaires sont figurées, H pour les portions
prédites en hélices a, S pour les portions prédites en brins béta. La barre grise correspond a I’hélice transmembranaire
prédite (TMH). Le résidu histidine phosphorylable du domaine DHp est indiqué.

a. Matériel et Méthodes

Les expériences suivantes ont été realisées damaslte d’'un stage de Mlle Justine Ecotiere,
étudiante en licence 2 que jai encadré pendanth@se. Nous avons choisi de construire
différentes variantes de la délétion du domaine .F&&cune a été construite grace a un gene
synthétique sous forme d’'un amplicon du fragmernitlBgal, contenant la séquence désiree,
inséré dans un vecteur pUC18 (Genecust) pour oéinttion dans notre vecteur pUC19
BvgSmos. La démarche expérimentale de constructesnsouches est la méme que celle
explicitée en VIL.A.2.b.
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Dans un premier temps nous avons voulu supprimedol@aine PAS en conservant la
séquence native des hélices flanquantes, de fagoréer un enroulement d’hélices continu a
partir de ces hélices flanquantes. La périodiaitdheptade étant peu marquée, il a été décidé
de construire plusieurs souches, portant des da&t’étendant des résidusgya Azqp inclus
(APAS-1) ou Rgs a Azgo inclus APAS-2) ouMsgs @ Azgo inclus APAS-3) ou encore g3 a

A7 inclus APAS-4). Ceci a été réalisé dans le but d'augmerdsrchances de générer un
enroulement d’hélices ayant une périodicité conkEnpour 'agencement entre les domaines
et permettant une activité kinase. Notons tout éenendans ces séquences le remplacement
du résidu &y de BvgS par une glycine, retrouvée dans PP_34t1B% erésence de la
substitution kosE rendant le systeme plus sensible & la modulation.

Dans un second temps, nous avons choisi de remnmatiérement ces hélices par I'hélice
naturellement trouvée dans le capteur-kinase PR.33&ci a été fait soit en conservant
I'hélice transmembranaire de BvgS ou en la remplagassi par I'hélice transmembranaire
de PP_3413. Ainsi des mutants portant une délé@snrésidus de BvgSs& a Eo; inclus,
remplacés par les résidus de PP_34453 & Gsgo inclus APAS-H), ou portant une délétion
des résidus de BvgSsds a Eo;inclus, remplacés par les résidus de PP_344:3 Ggop
inclus APAS-TMH), ont été construits. La substitution#c rendant le systeme plus sensible
a la modulation est aussi conservée dans ces gotishrs.

Apres intégration du plasmide rapporteur pFUS-84,douches ont été cultivées en milieu
Stainer-Scholte a 37°C sous agitation en présenceoa de différentes concentrations de
modulateurs.

b. Résultats et discussion

Les souchedPAS-1,APAS-2,APAS-3,APAS-4 ont un phénotype avirulent. Elles ne créent
pas de halo d’hémolyse sur gélose au sang frdisuest activité$-galactosidase sont en deca
de la limite de détection (non représenté) lordqu2 est sous contrdle du promoteur de la
sous-unité S1 de la toxine pertussique. Il semiblguee BvgS ne soit pas fonctionnel dans ces
mutants. Afin de vérifier 'absence de facteursvitelence, une immunodétection de la FHA,
produite dés la présence d’une faible quantité dgABphosphorylé, a été pratiquée. La
protéine n'a pu étre détectée que dans le muaAS-4 (non montré) indiquant une possible
activité résiduelle de I'histidine-kinase qui resieétudier par l'intégration du plasmide
rapporteur pFUS-FHA.

En revanche, les mutam®AS-H etAPAS-TMH s’averent virulents et capable de générer u
halo d’hémolyse sur gélose au sang frais. Cetteohyd&m apparait toutefois de fagcon plus
tardive que chez la bactérie sauvage. Les actiitgalactosidase, sous dépendance du
promoteur de la sous-unité S1 de la toxine pedussidans les différentes conditions sont
rapportées en figure 83.
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Figure 83 Activités B-galactosidase d’une expérience représentative reflétant I’activité du promoteur de la sous-unité S1
de la toxine pertussique en présence de quantités croissantes de modulateurs dans les souches délétantes du domaine
PAS en comparaison avec la souche sauvage (WT). 0 est la condition en absence de modulateurs, MgX représente une
condition en présence de X mM de MgSO, et NicX représente une condition en présence de X mM d’acide nicotinique.

Bien que l'activité soit détectable chez les mudaetle est trés largement réduite, soit d’'un
facteur vingt environ. Ceci est en accord avecp&ition tardive de I'hémolyse sur gélose au
sang frais. Cette activité est du méme niveau gl obtenu en conditions de modulation
chez une bactérie sauvage, mais refléte tout deenuéra réelle activité car elle est aisément
mesurable. Lorsque le systeme est totalement wgadés activités sont non mesurables. En
effet, la cinétique Michaelienne de cet enzyme périiobtention d'une vitesse initiale,
permettant le calcul d’activité. Or, la qualité dette mesure est jugée par un facteur (R?),
normalement proche de 1, et lorsque les mutantsisactifs, les activités « mesurées » sont
inférieures a une cinquantaine d’unités, et ledficbents de détermination R2 mesurés sont
généralement inférieurs a 0,7, alors que dansdiesiks d’activités présentées en figure 83 (et
ailleurs), R2 est toujours supérieur ou égal a.0498si, I'activité mesurée ne semble pas étre
un artefact ete domaine PAS de BvgS semble dispensable pour taité du systeme
cependant le niveau d’activité est fortement dirdjmsuggérant I'importance de ce domaine
dans le maintien d’un niveau éleveé d’activité basdlez BvgsS.

La modulation par les modulateurs chimiques senm@fficace, mais l'activité restant au
niveau de celle mesurée ordinairement dans lesitcmmsl modulées pour une bactérie
sauvage, il est difficile de tirer une conclusiatta. L'utilisation d’un rapporteur pFUS-FHA
pourrait permettre de mieux définir I'effet de lélétion du domaine PAS, en effet son
expression demandant beaucoup moins de BvgA phogphon peut s’attendre a voir une
activité plus forte du promoteur de ce gene. Aiesi,conditions modulatrices, il serait plus
aisé de dénoter une différence du niveau d’activité

c. Conclusions et perspectives

Nous avons donc pu obtenir une protéine BvgS actmeabsence du domaine PAS.
Cependant ces résultats préliminaires indiquentagusysteme serait largement perturbé et
incapable de maintenir un niveau d’activit¢ normdl&utilisation d’'un rapporteur plus
sensible, comme la FHA, permettrait sans douteédendre a la question de la capacité de
modulation de ces mutants.

La conservation de l'activité mais particulieremé&ndiminution de son niveau, entraine de
nombreuses questions. Comment expliquer une ativifaible ? Ce niveau refléte-t-il un
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niveau d’activité normal pour les capteurs-kinaggant des domaines VFT périplasmiques
mais pas de domaine PAS ? Aucune donnée n'estrdidpqour PP_3413 permettant d’en
juger, ni d'ailleurs pour d’autres systemes deypet

On peut spéculer que le niveau d’activité va dépente la périodicité des heptades des
enroulements d’hélices formés par les hélices detion entre ces domaines. En effet, bien
gue nous ayons utilisé en référence un systemeifobiablement fonctionnel dans une autre
bactérie pour construire un BvgS sans PAS, il essible que I'agencement de la kinase
sous-jacente soit légérement différent. Dans un da$, on peut supposer que le
positionnement du domaine DHp dans nos construetiensoit pas optimal, réduisant de fait
I'activité kinase nette.

De plus, on peut supposer que la stabilité dedelement d’hélice va jouer un rble important
dans le niveau d’activité kinase. Par exemple, umerface trés stable entre ces hélices
permettrait le maintien de I'activité kinase a siveau optimal, et en relachant cette interface
on aurait une perte conséquente de cette actiMé&nmoins, il est nécessaire que ces
interfaces ne soient pas trop stables ou le systemgerait plus modulable, I'enroulement
d’hélices serait « fixe » et maintiendrait indéfivg@int la conformation active de I'histidine-
kinase.

Les effets de la périodicité des heptades surdidement d’hélices (domaine coiled-coil) et
de la stabilité des interfaces de ce domaine nepamexclusifs. lls peuvent chacun apporter
une contribution a la régulation de I'activité kéeaL'importance probable des interfaces a ce
niveau n’est pas sans rappeler la contributionidiesfaces d’'un dimére de domaine PAS
dans l'activité du domaine kinase sous-jacent coroeia a été démontré dans le capteur-
kinase KinA de Bacillus subtilis, régulant en partie les mécanismes de sporulation
(Eswaramoorthy and Fuijita, 2010; Eswaramoorthy.eP809). On peut donc supposer que le
domaine PAS de BvgS remplisse un role de stabdisate la forme active de la protéine au
travers de ses interfaces, pour maintenir le nivdaativité de la kinase et pourquoi pas
conférer une certaine robustesse au systeme faam@dulation.

Il serait alors intéressant de modifier le domatoded-coil du mutant de délétion pour se
rapprocher d’'une séquence consensus de type lezipiper, caractérisé par une interaction
dimérique tres forte, ou, au contraire, pour letal@iiser en s’éloignant de ce consensus. De
fagcon complémentaire, il pourrait étre intéressdmttravailler sur la stabilité de l'interface
dimérique entre les domaines PAS d'un dimére deSBv@ependant, I'absence d'une
structure cristallographique empéche [lidentifioati des résidus impliqués dans cette
interface. Ces résidus étant situés dans un febi#la, le décalage dans la prédiction d’'un
résidu inverserait son positionnement entre catitaterface.
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C. Conclusions des expériences sur le domaine PAS

Nous avons donc vu qun repliement « stable » du domaine PAS semblait néssaire au
bon fonctionnement du systemeEn effet, le phénotype de mutants dont le dom&A&
semble déstabilisé est toujours altéré par ragposauvage. Ainsla stabilité, ou la rigidité,

de ce domaine est une caractéristique nécessaird’iatégration de signaux provenant
des domaines en amontpositif (conformation basale de BvgS) comme riégpérception

du nicotinate par VFT2). Par ailleurs) couplage entre I'hélice amont et le domaine PAS
au travers de sa boucle HI semble aussi un pointitigue dans l'intégration du message
négatif. La cavité du domaine PAS joue un rble détermirdarts sa stabilité et donc, un
défaut « léger », déstabilisant le domaine relatmet modérément, va nuire a la transmission
du signal négatif.

Les domaines périplasmiques semblent aussi foumimessage positif définissant I'activité
basale du systemke couplage du domaine PAS avec I'hélice le précéuaest nécessaire
au maintien de ce message positif périplasmiqgqueomme le montrent les mutants dgd\
Ce message positif nécessite lui aussi que le dmmRAS soit relativement stable, et par
exemple une trop forte perturbation de sa cavitpéaime la transmission des signaux positifs.
On peut supposer que, dans ces conditions, le denAS ne soit plus capable de maintenir
les signaux provenant des domaines en amont raitdatégré au niveau de la connexion
avec I'hélice précédente mais serait dissipé pargua de stabilité du domaine PAS et ainsi
ne pourrait plus étre transmis vers I'hélioe J

La stabilité du domaine PAS pourrait aussi étre lié a sa capacité de dimérisatianEn
effet, toutes les protéines recombinantes du domBRiAS générées sont dimériques, et la
dimérisation semble nécessaire au maintien d’unailzensoluble et dans une conformation
convenable, lui conférant une stabilité suffisgoer I'intégration des signaux. D’autre part,
le fonctionnement dimérique des différents domanhe8vgS semble aujourd’hui certain, et
donc les interfaces dimériques semblent importatiées I'activité du systeme. Ainsi, entre
les domaines PASyne interface dimérique stable semble nécessaire amaintien du
niveau d'activité de I'histidine-kinase comme suggéré par l'obtention de mutants ne
possédant plus ce domaine et ne conservant quaible factivité de virulence. Cette baisse
du niveau d’activité tendrait a suggérer que lesitmmnements des hélices en amont et en
aval du domaine PAS définissent I'activité du syste Les interfaces du dimére de BvgS
entre ses domaines PAS seraient alors nécessaimsaiatien de la position de ces hélices,
particulierement I'hélicea] qui va déterminer l'activité kinaske bon positionnement des
interfaces du dimere va alors maintenir I'activité kinase Une modification de cette
interface, provoquée par exemple par un changement confammed transmis par I'hélice
amont du domaine PA@ntrainerait alors une modification de la positiondes hélices d

et ainsi du domaine DHp de la kinasel’histidine kinase serait alors en conformation
inactive (ou phosphatase).

Nous n‘avons pas pu mettre en évidence la fixatiam ligand ou d’'un cofacteur dans le
domaine PAS. Cependaihin’est pas exclu gu’un ligand puisse se fixer damle domaine
PAS au vu de la grande conservation de la cavité. e, pintégrité de sa cavité est
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indispensable a la bonne transmission des signaurmant, qui seraient autrement dissipés.
Dans un tel contexte, on peut supposer que la mrés@'un ligand, probablement un petit
métabolite, contribue a la stabilité du domainesdangS complet et permette la transduction
des signaux positifs de par cette stabilité. Ereabs de ce ligand, le signal positif provenant
des domaines amont serait alors dissipé dans uraideniPAS devenu plus lache. Cette
hypothése d’'un ligand activateur semble la plusigilde dans la mesure ou la fixation d’'un
ligand entraine généralement une augmentation dealzlité d’'une protéine donnée, qui
semble étre le point clé de la capacité de trarsomsde signaux par le domaine PAS de
BvgS. Cependant, on ne peut exclure I'hypothése tigand qui serait capable d'inactiver le
systeme. Sa fixation entrainerait alors un changérde conformation du domaine PAS,
modifiant probablement aussi I'interface dimérigaieainsi I'organisation des hélices qui
maintiendraient alors la kinase dans une confoonatiactive.

Un modéle schématique représentant les phénotypewibre des différents mutants de
BvgsS est présenté en appendice. Les differentesedsngénérées par la caractérisation de ces
mutants suggerent quie tension basale serait générée par les domaines
périplasmiques, et qu’elle serait nécessaire au nmien de I'activité kinase. Cette tension
serait transmise au domaine PAS au travers de samoexion a I'hélice le précédant. Le
domaine PAS doit alors étre suffisamment stable paouransmettre ce signal activateur

et ainsi maintenir I'activité de la kinase. Cette wbilité dépendrait de I'état de la cavité

du domaine PAS (particulierement par sa composition mais possibl# la présence ou
I'absence d’un ligand)yle son couplage aux hélices flanquantes et fort grablement de

sa capacité de dimérisatior(fig. 84).

Figure 84 Modele de l'implication du domaine PAS dans la régulation de l'activité kinase de BvgS. Les domaines
périplasmiques sont figurés par un cercle et les différentes hélices par des barres. Le domaine PAS est en bleu et
I'interface dimérique est représentée par un rectangle plein. Les domaines suivant le DHp ne sont pas représentés et seul
les états actif et inactif de la kinase sont mentionnés. La couleur rouge indique une conformation « activatrice » des
domaines et une couleur verte une conformation « inactive ». L’étoile rouge représente un ligand activateur possible (ou
I’absence de ligand inhibiteur). La boucle HI, en bleu, est représentée sous forme de trait plein lorsqu’elle contribue a la
signalisation, sinon le trait est discontinu. La modulation chimique correspond a la modulation par le nicotinate
(représenté) mais pourrait s’appliquer de méme au sulfate de magnésium, voire a la température. Les membranes interne
(M1) et externe (ME) sont représentées pour refléter la compartimentation des domaines.
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IX. La perception de la température

Nous avons jusqu’ici pu déterminer en partie le anéame d’action des modulateurs négatifs
de type nicotinate au travers du domaine VFT2. kecgption du sulfate de magnésium

semble quant a elle se faire en divers endroighgiriement en jouant sur la stabilité des
interfaces du dimére des domaines périplasmiquesn@dulateur pourrait aussi étre percu
d’autres fagcons mais aucune évidence d’'une zonpedeeption précise n'a été obtenue.

Cependant, BvgS est aussi capable de percevoiaateul physique et non chimique, la

température. Bien que la sensibilité du systemeABvg la température soit décrite depuis
longtemps, les mécanismes de cette sensibiliténmeshtierement incompris. La construction

de nombreuses souches mutantes dans les diffélemi@ines de perception de BvgS nous a
donc amené a tester une sélection d’entre euxlpousensibilité a la température.

A. Méthodes

Les différentes souches utilisées et leurs phéestgmant a la modulation par les composés
chimiques sont résumés dans le tableau 6. Ellesdgmnites dans les parties précédentes et
les difféerents mutants sont utilisés ici pour lencapacité a étre modulés par l'acide
nicotinique et/ou le sulfate de magnésium a l'exicgpd'une souche utilisée pour son
hypersensibilité aux mémes modulateurs.

Tableau 6 : Les différentes souches utilisées et leur sensibilité aux modulateurs chimiques acide nicotinique et sulfate de
magnésium, nd : non déterminé, mutant non modulable. * représente le contexte sensible (K;osE)

Nom de la Concentration (mM)
nécessaire a la modulation
souche Description par
MgSOy Nicotinate
WTo B. pertussis Tohamal 50 20
WT* B. pertussis Tohamal Ko:E 20 4
WasA*  [WT* W 5cA 5 1
Wio:A* (WT* W 55:A 100 nd
Hea:A*  |WT* Hga:A nd nd
C Wi F32cA Rs7:Q nd nd
Dlon WTio D17:A Y176A nd nd
D2on Wi F37:E QueiE nd nd

Chague domaine de perception impliqué dans leferensu la perception de l'information
négative est ainsi représenté par un mutant ayardupcette capacité. Les plasmides
contenant le géne rapporteur codanf-galactosidase sous dépendance du promoteur de la
sous-unité S1 de la toxine pertussique (pFUS-S13aus dépendance du promoteur de la
FHA (pFUS-FHA) ont été intégrés dans le génome el souches. Le mutant C fait
exception, ayant été sélectionné dans une souctsegant le plasmide pFUS-S1, il a été
impossible de construire la souche portant le pidsmpFUS-FHA.
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Les difféerentes souches sont cultivées sur mili€uagar complémenté par 10% de sang frais
de mouton pendant 48 heures a 37°C puis en milipude Stainer-Scholte sous agitation
pendant 24 heures a 37°C. Cette culture sert diemseement a la culture a plus basse
température subséquente. L’ensemencement se dai¢ @ensité optique Qg = 0,15 pour

les cultures a 28°C et R = 0,2 pour les cultures & 20°C. Le milieu est temté au 4™

jour dans les cultures a 20°C. Les cultures sardlt€es apres 2 a 3 jours a 28°C et apres 7 a
8 jours a 20°C lorsqu’elles ont atteint une densfique comprise entre 1,6 et 2. Pour les
cultures a 20°C, cette premiére culture sert agdissisemencement a une subculture menée
dans les mémes conditions, I'opération pouvant répetee plusieurs fois. A chaque fin de
culture a 20°C, les souches ont été remises euarewdt 37°C pour vérifier la conservation de
leur phénotype. Chaque souche retrouve son niveativité et ses capacités de modulation
propres lors de ces tests (non représenté), caniirgue les phénotypes observés ne sont pas
liés a des modifications génétiques supplémentaires

B. Résultats et discussion

1. Modulation d’'un geneag tardif

Les premieres expériences ont été effectuées darsoliches portant le plasmide pFUS-S1.
Les activités correspondant aux cultures a diffl@®températures et aux passages successifs
sont illustrées en figure 85. Les activités basae87°C des différents mutants sont
sensiblement égales, ainsi seules les activitdives sont figurées.

pFUS 81
100 37°C Figure 85 Activité B-galactosidase reflétant
28°C I'activité du promoteur de la sous-unité S1 de
BB 20°C la  toxine  pertussique a  différentes
températures. 20°C P2 représente [l'activité
20°C P2 d’une culture aprés un premier passage a 20°C.
L’activité est représentée en pourcentage

relatif de I’activité a 37°C.

Activité (%)
b4

D
o +* + + + < o
& {é@f'@:‘f&@ 3¢

De facon frappantal, y a une corrélation entre le phénotype de répomsa la modulation

par les modulateurs chimiques et la réponse a langérature. Les différents mutants
incapables de répondre aux modulateurs chimiquesirm réponse a la température moins
efficace. Le mutant D2on semble faire exceptios@romportant comme la bactérie sauvage
correspondante. Il semblerait que ce mutant seemeincapable de percevoir le nicotinate et
gue sa réponse au sulfate de magnésium ne soipajtiellement altérée comme discuté
précédemment (cf. VII.LA.3.b). La perception du ticate et de la température représentent
donc des mécanismes bien distincts. Il seraitessant de comparer le mutant hypersensible
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a la bactérie sauvage a des températures compnses28°C et 37°C afin de déterminer si
I'hypersensibilité a la modulation par les modulagechimiques se répercute sur la sensibilité
a la température. En effet, les températures édiine permettent pas la distinction entre le
mutant WgoA et la bactérie sauvage correspondante.

On remarque qu’aprés un premier passage d’adaptatD°C, les mutants non modulables
par les modulateurs chimiques conservent une g&fiviportante, indiquant que l'activité du
promoteur, et donc la virulence, est maintenueusergrande période a cette température par
ces mutants. Cependant, un second passage a 20fttemoe inactivation du promoteur,
maintenue dans des passages subséquents (nonené@sgs Lorsque les bactéries ainsi
modulées sont a nouveau cultivées a 37°C, leurgtiga initial est entierement restauré.
lenteur de la mise en place de la répression en m@mpse a de basse température
indiquerait que cette réponse soit indirecteplutét que directement liee a BvgS. En effet,
son état de signalisation devrait s’adapter au smain peu plus rapidement a un tel
changement si sa capacité de perception n'étaiajpésee, comme on peut le voir dans la
bactérie sauvage. Cette baisse d'activité poudaitc faire intervenir un mécanisme autre,
pourquoi pas lié au métabolisme, certainementreifféentre ces températures.

N’oublions pas que le promoteur régulant I'activité notre rapporteur est celui d’'un géne

vag tardif, nécessitant une grande quantité de Bvgdésphorylé. On peut supposer que la
perte d’activité aprés le premier passage estligéee diminution de I'abondance de BvgA de

telle sorte que le pool présent soit limitant plauransactivation de la transcription de ce type
de géne. Ceci serait aussi cohérent avec une diminglobale de la production de protéines

par la bactérie a plus basse température. Ainsis atlons nous intéresser a la modulation de
I'activité du promoteur d’un autre genag précoce cette fois, la FHA.

2. Modulation d'un geneag précoce

Les expériences ont été réalisées comme précédemiegractivités correspondantes aux
différentes températures sont représentées enefi§ér Les activités basales a 37°C des
différents mutants sont sensiblement égales, agges les activités relatives sont figurées

pFUS FHA

Figure 86 Activité p-galactosidase
1 37°C reflétant I'activité du promoteur de la
' 20°C FHA a 37°C ou 20°C. 20°C P2 représente
' I'activité d’une culture aprés un premier
Bl 20°C P2 passage a 20°C. La valeur est absente
pour le mutant D2on dont la culture a
échoué pour cette condition. L’activité
est représentée en pourcentage relatif

de I'activité a 37°C.

Activité (%)
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On remarque a nouveau que les différents mutants modulables par les modulateurs
chimiques le sont plus difficilement par la tempéra, D2on faisant encore exception. Par
ailleurs, lors du second passage a 20°C, il n'yasa @u de croissance de la bactérie. Son
phénotype « sauvage » face a la modulation panigérature avec le pFUS-S1 devrait étre
conservé dans cette situation, et le premier passa@0°C indique un comportement
semblable a celui de la bactérie sauvage.

Avec ce rapporteur, l'activité est maintenue emndeapartie au deuxieme passage a 20°C
dans les mutants non modulables. Ainsi, ils ne $emipas modulables par la température,
mais un troisieme passage a 20°C rend l'activit@mmale £5%) pour toutes les souches (non
représenté). Cette diminution conséquente de Vis&tiapres adaptation a 20°C est bien
réversible a 37°C, comme précédemment, et aings conserverons I'hypothése d’'une
possible régulation liee au métabolismevraisemblablement non liée a la perception derect
de la température par BvgsS.

Les differents mutants non modulables sont sulgstitdans des domaines différents et
pourtant ils sont tous relativement insensiblea température. On peut alors supposer qu’ils
sont tous impliqués dans la perception et/ou lastrassion du signal négatif. Cependant, le
mécanisme et la zone de perception d'un signal tiiégeovenant d’'une baisse de la

température restent impossibles a définir avec ecggeriences. Différents cas de figure

peuvent se présenter.

Le mutant C est tres particulier, en effet, dansncgant il ne doit plus provenir de messages
du périplasme, tout du moins positifs, comme disg@recédemment (cf. VIII.B.2.). On peut
donc supposer que dans ce mutant, I'activité deSBest maintenue par le domaine PAS,
grace a la mutation compensatrice dans I’ « hélegnction H19 ». Le domaine PAS donne
un message positif a la kinase mais n’est pluslkdapaon plus, d’intégrer de messages
négatifs provenant des domaines en amont. Le den®& étant fonctionnel, on peut croire
gue si la température était percue par ce domimapdulation devrait pouvoir se faire dans
un tel mutant. De méme, les mutants des domainesremt devraient étre généralement
modulables, vu que la perception par le domaine PRASJoit pas étre altérée, et vu sa
proximité avec la kinase, il devrait pouvoir josen role inhibiteur. Ainsipn peut exclure le
domaine PAS comme domaine de perception de la tempéure. L'incapacité a étre
normalement modulé par la température du mutagmAHndique alors que le domaine PAS
est nécessaire a la transmission de linformati@égative générée par une baisse de
température, vraisemblablement percue en amonpedhimaginer que, dans ce mutant, la
structure plus lache du domaine PAS (cf. VIIl.Admpéche le changement de conformation
nécessaire au passage en conformation inactiwee kiedse.

La température pourrait étre percue par le domaineVFT1, par exemple en altérant sa
mobilité. La mobilité du domaine VFT1 serait le ot du systéme, permettant un maintien
de l'activité. Dans un tel cas, on peut supposer lqustabilité du domaine VFT1 dans un
mutant Dlon soit altérée et sa mobilité accruempéant un maintien de l'activité du
systeme méme a plus basse température. Ce messagé dtre relayé jusqu’a la kinase au
travers des autres domaines et ainsi les mutantgAYWHe43A ou le mutant C, seraient
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incapables de transmettre ce message négatifhistidine-kinase resterait donc active. Le
mutant hypersensible reste impossible a distingleedla bactérie sauvage. Si ce mutant,
WagA, hypersensible a la modulation chimique, se n@ihtplus sensible qu'un BvgS
sauvage a des températures intermédiaires, cetiesdmait un réle du VFT1 dans la
perception de la température.

Cependantpn ne peut exclure que la température soit pergcueuaniveau membranaire
Nous avons vu que la protéine DesK Hacillus subtilis est capable de percevoir la
température par ses segments transmembranairesl$&iyit al., 2010), ce qui reste possible
dans BvgS. Cependant, dans un tel cas de figureseiisibilité a la modulation par la
température de mutants des domaines périplasmigd&pierait une nécessité de transfert
d’'information depuis la membrane vers les domap@#plasmiques, puisque des mutations
dans ces derniers affectent la réponse a la tetopérddans le cas de BvgS sauvage, ces
domaines devraient alors adapter leur conformgimur permettre le passage d’'un message
négatif. En effet, si la température était percue niveau membranaire et directement
transmise vers la kinase, des mutations des domaiégplasmiques devraient assez peu
affecter la sensibilité a la température. Ainsi coles domaines périplasmiques sont
importants pour la perception de la température

C. Conclusions

Nous avons donc pu déterminer que la perceptiola dempérature se faisait en amont du
domaine PAS. La température pourrait impliquer Bsmaines périplasmiques, plus
particulierement en affectant la mobilité du VFiigis aussi le segment transmembranaire.

Il est envisageable que ce soit une somme de pl&Emesqui permette la sensibilité a la
température. Ce serait alors la somme de ces actjohpermettrait le passage en phase
avirulente. Il est impossible de définir s’il s’agie mécanismes distincts et combinatoires,
d'un seul mécanisme impliguant la mobilité du VFTAy encore d'une perception
membranaire qui nécessiterait la répercussion deslifications dans les domaines
périplasmiques pour étre convenablement intégree.

Par ailleurs)'état métabolique de la bactérie semble déterminandans I'expression de
ses facteurs de virulenceComme discuté précédemment, a I'état sauvageS Beagnble
capable de percevoir directement la températurpe@ant, les phénotypes des différents
mutants insensibles a la modulation chimique dassexpériences de modulation par la
température, pourrait indiquer un lien entre ladpiion des facteurs de virulence et le
métabolisme. Ceci pourrait étre un meécanisme gksteramais nos données permettent
d’envisager qu’une telle régulation reste liée yBVEN effet, son domaine PAS pourrait
percevoir un ligand qui serait un petit métabole. présence serait nécessaire au maintien
d’'un signal positif par le domaine PAS et donc 'detivité kinase. Une fois cette molécule
épuisée, le domaine PAS serait déstabilisé paaksence et empécherait alors le maintien de
l'activité kinase. Alternativement, c’est un meéthtso spécifique de la croissance a basse
température qui peut se fixer dans le domaine PA®eeturbe alors sa structure, le
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contraignant dans une conformation non permissowe pactivité kinase comme discuté en
VIII.C.

Il reste donc impossible de déterminer les mécagsste la perception de la température et la
facon dont cette information négative est transraise kinase. Cependant, il semble évident
gue les domaines périplasmiques sont importants pour laransmission des signaux
négatifs (modulateurs chimiques ou température) et le passegs une conformation

« inactive » de la protéine. Ainsi, ces domainasiseat particulierement importants pour le
maintien d’'une conformation active et doivent étapables d’intégrer une information
négative, par changement de conformation et/ou alalité pour permettre une inactivation
de r'histidine-kinase Le domaine PAS serait alors le point de controldinal dans
I'intégration et la transmission de ces signaux p&slasmiques par exemple en fonction de
son état ligandé ou non (fig. 87). Ainsi, le doneaPAS servirait de relais et 'absence d’'un
métabolite particulier indiquerait une conditionfalérable a la production des facteurs de
virulence, ce qui permettrait une inactivation dieede la kinase, créant un lien direct entre le
métabolisme de la bactérie et son état de virulandeavers d’'un mécanisme d’interrupteur.
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Figure 87 Modéle de I'implication du domaine PAS dans la régulation de l'activité kinase de BvgS. Les domaines
périplasmiques sont figurés par un cercle et les différentes hélices par des barres. Le domaine PAS est en bleu et
I'interface dimérique est représentée par un rectangle plein. Les domaines suivant le DHp ne sont pas représentés et seul
I’état actif ou inactif de la kinase est mentionné. La couleur rouge indique une conformation « activatrice » des domaines
et une couleur verte une conformation « inhibitrice ». L’étoile rouge représente un ligand activateur possible (ou
I’absence de ligand inhibiteur) et une étoile verte indique I’absence de ligand (ou la présence d’un ligand inhibiteur). La
boucle HI, en bleu, est représentée en trait plein, sinon le trait est discontinu. La modulation chimique correspond a la
modulation par le nicotinate (représenté) mais pourrait s’appliquer de méme au sulfate de magnésium, voire a la
température. La modulation métabolique reste entierement hypothétique. Les membranes interne (Ml) et externe (ME)
sont représentées pour refléter la compartimentation des domaines.
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X. Conclusions générales et perspectives

Les différentes expériences menées sur les domsemsgurs de BvgsS et leurs jonctions nous
auront permis de caractériser en partie les méoasisle régulation de I'activité kinase de
BvgS. Les données accumulées démontrent un fomeimant dimérique, une caractéristique
tres classique des systéemes de transduction dal.sigependant, certains aspects de ce
fonctionnement semblent inédits et définiraientdases des mécanismes de perception d'une
famille de capteurs-kinases a VFT, dont BvgS eptd¢otype.

A. BvgS, un systeme complexe et original

L’obtention de la structure de la portion périplagme complete de BvgS a révélé une
nouvelle organisation architecturale d’'un dimereddenaines VFT en tandem. Dans cette
structure, les domaines VFT1 sont ouverts et lenailoes VFT2 fermés et sont en contact
étroit au travers de grandes surfaces, trés impegalans la communication inter-domaine et
ainsi dans la transduction des signaux positif&égatifs. Nous ne reviendrons pas sur le role
des différentes interfaces et sur les probablegra@iotes structurales apportées au systeme,
mais elles permettentn fine, le maintien de I'nélice H19 dans une conformatitmmnée.
Cette hélice se prolongerait dans la membraneret lgacytoplasme jusqu’au domaine PAS,
ainsi c’est la conformation de cette longue hétiegonction des domaines périplasmiques au
domaine PAS (hélice de jonction H19, figure 88) dgiiermine le signal que le domaine PAS
intégrera en vue de sa transmission a 'histidinede au travers de I'hélice.J

La conformation du domaine PAS, particulierementstabilité et celle de ses interfaces
dimériques, semble primordiale dans lintégratioorrecte des signaux périplasmiques.
Jusqu’a présent, des mutants présentant une adbiaitale intermédiaire n'ont été obtenus
gue par des substitutions dans les domaines pamaes. On peut donc supposer qu’une
conformation intermédiaire de ces domaines, pameie en présence de concentrations
intermédiaires de modulateurs, et ainsi de I'hétieejonction H19, permet de définir une
activité intermédiaire de l'histidine kinase. Cettenformation correspondrait a un état de
I'histidine-kinase ou la phosphorylation reste pisenmais avec une cinétique plus lente par
exemple, en raison d’'un alignement suboptimal déxrfaces des domaines DHp. Ainsi le
domaine PAS doit étre capable d’intégrer ce sigmarmeédiaire. Ce domaine servirait donc
plutét de relais de linformation périplasmique, pburrait alors aussi agir en tant
gu'amplificateur du signal. Il pourrait par aillsuservir d’interrupteur dans I'éventualité
d’'une modulation « métabolique » comme discuté gadémment (cf. 1X.C.). Le message
périplasmique est donc intégré par le domaine PA%&avers de I'hélice de jonction H19,
pourvu gu'il soit suffisamment stable, et ce messexfluence son interface dimérique. La
conformation de I'hélice oJ résulterait de Il'intégration des divers signaux raveau du
domaine PAS et serait représentative de I'actidé@d’histidine-kinase immédiatement sous-
jacente (figure 88). Le positionnement des intexadimeériques entre ces hélicesed, in
fine, entre les hélices du domaine DHp, pourrait étre elé de I'activité du systeme comme
proposé en VIII.B.1. L'état actif ou inactif repedgerait alors le bon positionnement ou non
de cette interface de dimérisation, un état inteieiée pouvant refléter une conformation
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intermédiaire ou une instabilité de cette interfame correspondance avec I'état respectif des
domaines VFT, des hélices de jonction H19 et desailtes PAS du dimére de Bvgs.

Etat
Etat basal intermédiaire

Domaines VFT
périplasmiques

Hélice de jonction H19

Boucle HI
Domaine PAS

Heélice Ja et DHp

ME

Ml

(52

Virulence Etat

(Bvg+) intermédiaire
(Bvg)
Figure 88 Modele schématique global de I'intégration des divers signaux dans la régulation de I’activité kinase de BvgS.
Le dimére des domaines périplasmiques est figuré par une boule et les différentes hélices par des barres. Le domaine
PAS est en bleu et l'interface dimérique est représentée par un rectangle plein. La boucle Hl (en bleu) n’est représentée
que lorsqu’elle contribue a la signalisation. Les domaines suivant le DHp ne sont pas représentés et seul les états actif ou
inactif de la kinase sont mentionnés. La couleur rouge indique une conformation « active » des domaines, la couleur
verte une conformation « inactive» (atteintes en présence de concentrations modulatrices de nicotinate
particulierement) et la couleur jaune une conformation intermédiaire (en présence de concentrations intermédiaires de
modulateurs). L’étoile rouge dans la cavité du domaine PAS représente un ligand activateur possible (ou I'absence de
ligand inhibiteur) et une étoile verte indique I’absence de ligand (ou la présence d’un ligand inhibiteur). La modulation
chimique, représentée ici, correspond a divers degrés de modulation (état intermédiaire) par le nicotinate mais pourrait
s’appliquer de méme au sulfate de magnésium, voire a la température. La modulation métabolique reste hypothétique.
Les membranes interne (Ml) et externe (ME) sont représentées pour refléter la compartimentation des domaines.

1ol
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Un modele de la structure de BvgS, de sa portidgarhinale a son domaine histidine-kinase,
a été creé a partir de la structure des domaineglagmiques et sur base de la structure
d’homologues. Bien gu’imparfait, ce modéle permetndieux se rendre compte des tailles
respectives des différents domaines, et plus pdéigiement de la longueur des hélices de
jonction, notamment H19, ainsi que de l'organisataentrale en domaine « coiled-coil »
depuis cette hélice jusqu’au domaine histidineenéigure 89). Un tel modeéle, représenté
avec une membrane schématique, démontre biendedag contraintes subies par le domaine
VFT2, étroitement maintenu entre la membrane ieteen proximité de son lobe 2, et les
domaines VFT1, dans la conformation dimérique dedgion périplasmique. Il est alors
d’autant plus vraisemblable que les modificatiomacsurales apportées par la perception de
I'acide nicotinique au niveau de ce domaine, solientées, mais suffisantes pour entrainer
une modification de la conformation et/ou de la f#igb du domaine VFT1, qui

« amplifierait » ce signal négatif, ou atténuelaitmessage positif normalement transmis par
VFT1. La répercussion de ces modifications surolaf@mation de I'hélice de jonction H19
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reste a étudier. Il est fort probable qu'un méaaride torsion / rotation de ces hélices
intervienne dans la transduction du signal vedolmaine PAS, de méme que pour les hélices
de jonction d depuis le domaine PAS vers l'histidine-kinase {@vers de son domaine
DHp).

Figure 89 Modele d’une portion de BvgS allant de sa portion N-terminale au domaine histidine-kinase représentée au
sein d’une bicouche lipidique schématique. Les domaines VFT1, VFT2, PAS et le domaine catalytique de I’histidine-kinase
sont représentés en bleu dans un monomére et en rouge dans I'autre monomeére. Le segment transmembranaire est en
jaune au sein de I’hélice de jonction H19 figurée en vert. L’hélice de jonction Ja et le domaine DHp de I'histidine kinase
sont représentés en nuance de vert. La membrane externe n’est pas représentée.
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B. Perspectives

Bien que de nombreuses questions restent sanssepd@vgsS livre peu a peu ses secrets. La
réalisation de différentes expériences prévued,aeitres encore, permettront sans doute de
lever le voile sur le fonctionnement de ce systémaeiculier, et ainsi de mieux comprendre
les mécanismes de transduction du signal au seia €anille, ou d’'une sous-famille, des
capteurs-kinases a VFT.

Entre autres questions, celles qui paraissent les pnportantes sont celles de la
conformation des hélices de jonctions H19 @t qui permettent la transduction du signal
respectivement des domaines périplasmiques veleniaine PAS puis du domaine PAS vers
le domaine histidine-kinase. Comment s’agencent h#dices pour permettre de moduler
I'activité kinase de telle facon que trois étatemtypiques différents puissent étre définis ?
On pourrait supposer gqu’il existe 3 états conforomatels distincts, un état « actif », un état
« intermédiaire » et un état «inactif ». De facalternative, il est possible que [l'état
intermédiaire représente un équilibre instable eenine conformation active et une
conformation inactive, ne permettant ainsi qu’'uogvéé réduite de I'histidine-kinase. Une
étude de la formation différentielle de ponts dis@ entre des résidus spécifiques substitués
en cystéine dans des conditions différentes de hatido pourrait permettre de définir la
conformation de ces hélices. Une telle étude pdudtre menée sur une protéine
recombinante produite chezscherichia coli ou BvgS semble fonctionnel (Miller et al.,
1992).

Une approche de reconstitution d’'un systeme dépoder domaine PAS, en modifiant la
composition du domaine coiled-coil, recréé artifiliment entre les domaines périplasmiques
et le domaine histidine-kinase, pourrait aussi neaseigner sur la conformation prise par ce
type de domaine, et donc sur la conformation duadoenDHp régulant I'activité histidine-
kinase. Une telle approche pourrait étre tentée fais chezBordetella pertussis et chezE.
coli.

Le domaine PAS de BvgS semble dépourvu de ligaoedgui suggere que son role principal

soit la transmission du signal généré par les doesgpériplasmiques. Cependant I'hypothese
d’un ligand n’est pas encore exclue. La rechercte kiband potentiel par des expériences de
Thermal Shift Assay sur une protéine recombinargecel domaine pourrait permettre de

découvrir un tel ligand.

Une toute autre approche serait d’échanger le d@RAS de BvgS contre un domaine PAS
capable de percevoir un parametre bien défini, cetendomaine LOV photosensible de la
protéine YtvA. Ainsi, on pourrait envisager la ctvastion d’une protéine BvgS chimérique
dont I'activité serait régulée par la lumiere agsiar de la construction YF1 décrite en partie
V.C.3. (Mdglich et al., 2009b). Si la capacité dedulation par les modulateurs chimiques
percus par les domaines périplasmiques était nmaiatd’obtention d’une telle construction
permettrait aussi de mieux comprendre la transolictu signal des domaines périplasmiques
vers le domaine PAS et la retransmission des sigrpuis celui-ci vers le domaine
histidine-kinase. La capacité d'obtention de nivealactivité intermédiaire de BvgS ou
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d'une phase Bvgd'une souche deB. pertussis portant un tel systéme BvgS hybride

modulable, indiquerait aussi de maniére formellmplication des domaines périplasmiques

dans le comportement rhéostatique de BvgS, et apacité de transmission de ce genre de
contraintes « intermédiaires » par un autre domBia8. Ceci pourrait de plus indiquer que

cette caractéristiqgue de transmission de signankermédiaire » est commune a la famille

des domaines PAS.

Les modifications structurales générées par lagptian de I'acide nicotinique au niveau du
domaine VFT2 et de la portion périplasmique congpléestent une énigme et leur
identification serait un atout dans la compréhemsile la transduction du signal. Des
expériences de cristallographie en présence déreliffs modulateurs pourraient permettre de
répondre a une telle question.

Par ailleurs, le domaine VFT2 semble tres contrdaris la conformation dimérique de la
portion périplasmique de BvgS. La membrane int@arait contribuer a ces contraintes en
étant probablement tres proche du domaine VFT2Zjcphérement de son lobe 2. Il est
possible que des contacts existent entre ces élemergu’ils fassent partie intégrante du
mécanisme de régulation de l'activité de BvgS. €gttestion pourrait étre approchée par la
substitution de résidus spécifiques en surfaceothe 2 de VFT2. Par exemple, plusieurs
résidus arginine, acide glutamique et acide aspaatisont présents et pourraient avoir un réle
dans une interaction de ce type.

Au-dela de la compréhension structurale des madifins permettant la régulation de
I'activité kinase, approche relativement statiglaemobilité et la dynamique, des domaines
périplasmiques particulierement, semblent impoesupour leur capacité de transmission des
signaux positifs et négatifs. Le concept d’insiébildes interfaces introduit plus tét et
permettant une activité intermédiaire n’a d’ailleule sens que dans un systeme dynamique.
Des approches silico par dynamique moléculaire a partir de structuresatiographiques,
voire de modéles, et des approchesitro par des techniques particuliéres, comme la RPE
par exemple, apportant une vision dynamique derdééme, devraient aussi permettre une
meilleure compréhension des mécanismes de tramsdudti signal et de régulation de
I'activité histidine-kinase.

La majorité de ces approches ont été proposéesutigm®jet ANR dont le financement a été
accordé. On peut donc espérer que de nouvellesudédes réveleront les mécanismes
intimes de la transduction du signal au sein deSBef que ces mécanismes puissent étre
extrapolés a de nombreux autres systemes, pagtieaient de la famille des capteurs-kinases
a VFT.
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APPENDICE

BvgS of PathogenidBordetellae :
A Paradigm for Sensor kinases with Venus Flytrap Peeption Domains

(Jacob-Dubuisson et al., 2012)
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Le mini-guide des mutants de BvgS
et de la signalisation négative induite par le tiaie
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Le mini-guide des mutants de BvgS
et de la signalisation induite par le nicotinate

Ce mini-guide reprend schématiquement le phénotypela majorité des mutants générés et
caractérisés tout au long de ma these. lls soégiiés au modéle de signalisation bati au travess de
expériences présentées, afin d’offrir une visuatisaschématique globale des informations acquises
grace a eux.

* Les principes du guide

Nos données indiqueraient que les domaines VFT gontraindre la conformation des hélices de
jonction H19 afin de transmettre les informatiorsqoies a leur niveau jusqu’'au domaine PAS au
travers de la membrane. Ainsi, en premiere partigguide représente schématiquement les domaines
périplasmiques et le trajet des différents signpusqu’a leur intégration par I'hélice H19. Nous
considérons alors que ce signal sera retransmidekeifnent » (en incluant donc des différences
d’intensité) au travers du domaine PAS vers litlise-kinase afin de réguler son activité. Le signa
positif (« + ») proviendrait du domaine VFT1, der ga conformation et/ou sa mobilité, et serait
transmis vers VFT2 pour permettre le maintien Hélite H19 dans sa conformation active.

Dans la seconde partie, seule la transmission aessgages périplasmiques » depuis I'hélice H19
jusqu’'a l'histidine-kinase, au travers du domairesPest considérée. Les domaines VFT ne sont donc
représentés que sous la forme d’une entité unfquenissant un message positif ou négatif a I'eeélic
H19. Ici, nous considérons que le positionnement’lidice -u est le message final intégré par
I'histidine-kinase au travers de son domaine DHpest donc directement représentatif de I'activité
kinase.

L’état basal est représenté a gauche et I'étatrésepce de nicotinate a droite. Lorsque les mutants
sont inactifs a I'état basal, ils restent inactisns la condition modulée, et on ne peut alors pas
déterminé si l'interface ou le résidu en questieras impliqguée dans la transmission « négative ».

 Comment lire ce guide ?

Les schémas de « la portion périplasmique » reptéseles domaines VFT de BvgS avec leurs lobes
séparés, ainsi que I'hélice H19 traversant la manminterne (Ml). Les linkers entre domaines VFT
ne sont pas représentés, de méme que la membrteraeex.e domaine VFT1 est représenté en
nuances de bleu, et le domaine VFT2 en nuancegsdeen état activateur ou en nuances de jaune a
I'état modulé (inactivateur). La combinaison deslears rose et orange indique une conformation du
VFT2 lié au nicotinate (ou une conformation s’enprghant) mais toujours activatrice. La
combinaison des couleurs jaune et rose indiqueconéormation se rapprochant de I'état modulé
(possiblement intermédiaire aux configurations @spntées en nuance de rose ou en rose et jaune, ou
alternative) mais toujours activatrice. Ces nuarredietent 'implication directe du domaine VFT2
dans la perception du nicotinate et donc que ceadmrest l'initiateur de la modulation du systeme,
en contrebalancant I'effet activateur du domaineT YFLes lobes 1 (L1) et 2 (L2) de chacun des
domaines VFT ainsi que I'hélice H19 sont annotésdm seul des monomeéres et le trait noir vertical
représente I'axe de pseudo-symétrie.

Les fleches rouges unidirectionnelles représenteitajet de l'information positive au travers des

interfaces du dimere de la portion périplasmiqear(implication dans le transfert du message nfégati
reste non vérifiable). Les fleches vertes indiquientransfert du message négatif au travers des
interfaces du dimeére, un trait épaissi indique saller renforcement de cette interface. Une double

225



fleche rouge représente une contrainte non nécessaitransfert du message positif mais conférant
une certaine robustesse face a la modulatiopfWCes différents éléments ne sont représentés que
lorsqu’ils contribuent a la définition de l'actigéitdu systéeme. Un trait noir épais représente la
formation d’un pont disulfure entre les lobes demdines VFT (en pointillé dans le modéle commun
aux mutant D2on et3§C+D44,C). L'acide nicotinique est représenté sous fornoéepulaire, et ainsi

une plus petite taille, ou un plus grand nombrendéécules, indique la présence de plus faibles, ou
plus fortes, concentrations de nicotinate que sailcessaires a la modulation de I'activité kirdese
BvgS sauvage. Dans les différents mutants non rabthd, une seule molécule est représentée bien
gu’ils ne soient pas affectés par de fortes comatohs de nicotinate (la représentation de la
modulation est identique dans les schémas de topaytoplasmique).

L’'hélice H19 est représentée en rouge dans saoafion activatrice et en vert dans la conformation
non permissive pour l'activité kinase. Les coulejmsne et orange représentent des activités
intermédiaires, reflétant les niveaux d’'activitéesmrés, le jaune approchant une activité définissan
une phase Bvg

Les croix rouges et noires représentent les petiars du systéme, et ainsi le type de signal @gitn
plus intégré. Les points d’interrogation représentdes zones probablement impliquées dans la
modification phénotypique des mutants en questienpoint d’exclamation ({-A), indique que la
mutation perturbe probablement la conformation dmna@ne VFT2 en I'approchant de I'état fixé au
nicotinate, ou en favorisant fortement la fixatshnnicotinate (mieux percu dans ce cas).

Les schémas de la portion cytoplasmique représenierhaut vers le bas (portions N- vers C-
terminales) en un cercle le dimére des domaines, 8HEiUi des hélices de jonction H19, enchassées
dans la membrane interne (MI). Le domaine PASastesenté en bleu avec sa cavité et la boucle Hi
(en bleu aussi) dans les conditions ou elle camrih la signalisation (transfert des contraintes
« négatives » depuis H19). L'interface de diméiisatlu domaine PAS est représentée par un carré de
couleur et finalement un rectangle représentei€héb et donc la conformation du domaine DHp,
ultime point de contrdle de I'activité kinase. Ltenlement d’hélices formé par ce domaine doit
posséder des interfaces particulieres dont le ippagment refleterait I'activité kinase sous-jaeent
Ces interfaces sont représentées en rouge dansodelarncirculaire simple en derniere figure, la
couleur bleue représente ici la conformation atiicg des hélices, les autres couleurs corresponden
au code déja employé.

La couleur rouge indique une conformation permesgdour l'activité kinase (ou activatrice) du
domaine en question, et la couleur verte une cordtion non-permissive. La couleur dégradée des
domaines VFT représente toute substitution indtisae conformation de I'hélice de jonction H19
non permissive pour I'activité kinase.

L’étoile rouge, au sein du domaine PAS, représamie conformation stable du domaine et
particulierement de sa cavité, et pourquoi pasrésgnce d'un ligand. Les étoiles orange et jaune,
indiquent une diminution successive de la stabdiééla cavité toujours permissive pour l'activité
kinase, mais d’abord permettant la modulation (@edrpuis ne la permettant plus (jaune). L’absence
d’étoile, alors remplacée par une croix, indique deéstabilisation majeure de la cavité du domaine
PAS, et pourquoi pas l'absence d'un ligand, permnétune hypothétique régulation métabolique.
Cette conformation du domaine PAS serait non paiwgspour l'activité kinase. Les conformations
intermédiaires ne sont pas représentées ici, nflais mécessiteraient vraisemblablement les mémes
contraintes que la condition modulée (interactibti®/HI et stabilité du domaine PAS) pour étre
transmises.
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La portion périplasmique
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