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RESUME EN FRANÇAIS 
Les bactéries possèdent une famille particulière de tyrosine-autokinases, les BY-kinases. Ces 

enzymes sont impliquées dans la régulation de plusieurs processus cellulaires dont la synthèse et l’export 
des polysaccharides extracellulaires qui jouent un rôle crucial dans la virulence de certaines bactéries 
pathogènes. Cependant, les mécanismes de régulation sous-jacents sont inconnus.  

L’objectif de ma thèse a été de caractériser d’un point de vue structural et fonctionnel le rôle des 
BY-kinases. Pour cela, j’ai réalisé trois études indépendantes dans trois modèles bactériens différents. 
Chez Escherichia coli, j’ai identifié et étudié la surface d’interaction entre la BY-kinase Wzc et sa 
phosphatase associée Wzb afin de comprendre comment Wzb déphosphoryle Wzc. Chez Staphylococcus 
aureus, j’ai participé à la caractérisation structurale de la pseudo-BY-kinase CapB1. Par comparaison avec 
la structure de son homologue actif CapB2, mes études ont permis de suggérer l’existence d’un 
mécanisme de régulation de la synthèse des polysaccharides extracellulaires impliquant CapB2 et CapB1. 
Enfin, chez Streptococcus pneumoniae, j’ai mis en évidence que si l’autophosphorylation de la BY-kinase 
CpsD était indispensable à la synthèse de la capsule polysaccharidique, elle était également indispensable 
à la division de la cellule. Ainsi, mes travaux ont permis de proposer l’existence d’un mécanisme de 
coordination de la production de la capsule et du cycle cellulaire du pneumocoque.  

D’un point de vue appliqué, l’ensemble de mes travaux représente une étape préalable et 
prometteuse au développement de nouvelles molécules, ciblant les BY-kinases de manière spécifique, afin 
de lutter contre la virulence de certaines bactéries pathogènes.  
___________________________________________________________________________ 
TITRE EN ANGLAIS 
Biochemical and cellular studies of bacterial tyrosine-kinases 
___________________________________________________________________________ 
RESUME EN ANGLAIS 
 Bacteria possess a particular family of tyrosine-autokinases named BY-kinases. These enzymes 
are involved in the regulation of numerous cellular functions including the synthesis and export of 
extracellular polysaccharides that play a critical role in the virulence of different bacterial pathogens. 
However, the mechanisms of these processes remain unknown. 
 The aim of my thesis was to characterize the role of these BY-kinases by structural and functional 
approaches. For that, I have realized three independent studies in three bacterial models. In Escherichia 
coli, I have characterized the interaction surface between the BY-kinase Wzc and its cognate phosphatase 
Wzb to understand how Wzb dephosphorylates Wzc. In Staphylococcus aureus, I have studied structurally 
the pseudo-BY-kinase CapB1. By comparison with the structure of its active homologue CapB2, my 
studies have allowed to suggest the existence of a mechanism controlling capsular polysaccharides 
synthesis involving both CapB1 and CapB2. Last, in Streptococcus pneumoniae, I have showed that while 
the autophosphorylation of the BY-kinase CpsD is necessary for proper synthesis of capsular 
polysaccharides, it is also involved in cell division. Thus, my work shows that a mechanism coordinating 
capsule production and cellular cycle exists in the pneumococcus. 
  These works constitute a preliminary and promising step toward the development of new 
molecules, targeting specifically BY-kinases and aim to combat the virulence of bacterial pathogens. 
___________________________________________________________________________ 
DISCIPLINE  
Microbiologie – Biochimie – Biologie cellulaire des procaryotes 
__________________________________________________________________________ 
MOTS-CLES  
Tyrosine-kinase bactérienne (BY-kinase), phosphotyrosine-phosphatase, polysaccharide capsulaire, 
division cellulaire, ségrégation du chromosome, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, 
Staphylococcus aureus. 
___________________________________________________________________________ 
INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE : 
Bases Moléculaires et Structurales des Systèmes Infectieux – UMR 5086 – CNRS/UCBL 
7, passage du Vercors, 69367 LYON Cedex 07, FRANCE 
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°C : degré(s) Celsius 
ABC : cassette liant l’ATP 
Absx : absorbance à x nm 
AD : domaine d’activation de la transcription 
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ARN : acide ribonucléique 
ATP : adénosine 5’-triphosphate 
BD : domaine de liaison à l’ADN 
BSA : albumine de sérum bovin 
BY-kinase : tyrosine-kinase bactérienne 
CaCl2 : chlorure de calcium 
cfu : unité de formation de colonie 
CPS : polysaccharide capsulaire 
CSP : peptide stimulant la compétence 
Da : Dalton 
DMSO : diméthyle sulfoxyde 
DOC : désoxycholate 
DTT : dithiothréitol 
EDTA : acide éthylène diamine tétracétique 
EPS : exopolysaccharide 
g : gramme(s) 
g : gravité en m/s2 

GFP : protéine fluorescente verte 
GluNAc : N-acétyl-glucosamine  
GTP : guanosine 5’-triphosphate 
h : heure(s) 
HCl : chlorure d’hydrogène 
IPTG : isopropyle β-D-1-thiogalactopyranoside 
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min : minute(s) 
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NaCl : chlorure de sodium 
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Les bactéries sont des organismes unicellulaires constituant l’une des plus simples et des 

plus anciennes formes de vie sur Terre. Certaines d’entre-elles sont indispensables à la survie de 

l’espèce humaine tandis que d’autres conduisent à des infections parfois mortelles. La découverte 

et la production des premiers antibiotiques dans les années 40 ont permis de lutter contre ces 

bactéries. Néanmoins, certaines sont devenues résistantes à ces traitements. Il est aujourd’hui 

montré que ces phénomènes de résistance sont dus à leur capacité à s’adapter continuellement à 

leur environnement par mutation et réorganisation de leur matériel génétique, d’acquisition de 

nouveaux caractères génétiques mais également par modifications post-traductionnelles des 

protéines. Concernant ces dernières, si l’acétylation, la glycosylation ou encore la méthylation 

des protéines chez les bactéries ont été décrites relativement récemment (Kobir et al., 2011), la 

phosphorylation des protéines bactériennes est reconnue depuis plusieurs années comme un 

mécanisme important d’adaptation des bactéries à leur environnement (Cozzone, 1988). 

 

Contrairement aux organismes Eucaryotes, pour lesquels les enzymes catalysant la 

phosphorylation sont réunies au sein d’une seule et même famille (Hanks et al., 1988), il existe 

plusieurs systèmes de phosphorylation chez les bactéries. Ces systèmes se distinguent de par la 

nature de l’aminoacide modifié par phosphorylation, les enzymes catalysant cette réaction ou 

encore la nature du donneur phosphate. 

 

Le premier des systèmes de phosphorylation bactériens est le « système à deux 

composants » (2CS). Ce système ATP-dépendant intervient dans les mécanismes de transduction 

du signal utilisés par la plupart des bactéries afin de percevoir les modifications de leur 

environnement et s’y adapter (Bourret et al., 1989 ; Stock et al., 2000). Dans ce système, et d’une 

façon générale, une protéine « senseur » détecte un stimulus extérieur conduisant à son 

autophosphorylation au niveau d’un résidu histidyle. Ce signal est transmis à une seconde 

protéine « effectrice » par une réaction de phospho-transfert au niveau d’un résidu aspartyle 

(Bourret et al., 1989). Cette dernière peut alors initier la réponse cellulaire en favorisant, 

généralement, la transcription de certains gènes. Ce système intervient dans la régulation d’un 

grand nombre de fonctions cellulaires telles que le chimiotactisme (Bischoff and Ordal, 1991), la 

compétence (Weinrauch et al., 1991), la sporulation (Burbulys et al., 1991), la virulence (Leroux 

et al., 1987) ou l’assimilation de l’azote (Magasanik, 1988).  
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 Le second système de phosphorylation bactérien est le système 

phosphoénolpyruvate/sucre phosphotransférase (ou PTS). Ce système permet la régulation du 

taux de sucre à l’intérieur de la cellule. Suite à la fixation du sucre sur une protéine réceptrice, 

entrainant la production d’un signal chimiotactique intracellulaire, celui-ci est transporté à 

l’intérieur de la bactérie et est phosphorylé au dépend d’une molécule de phosphoénolpyruvate. 

Ce phénomène est le résultat d’une cascade de phosphorylations faisant intervenir différentes 

protéines transitoirement phosphorylées sur des résidus hystidyles ou cystéinyles. Certaines de 

ces protéines peuvent également être phosphorylées par d’autres protéine-kinases (comme l’HPr-

kinase/phosphorylase mentionnée ci-dessous) et participer à la régulation de nombreuses 

fonctions telles que la virulence ou encore le métabolisme du carbone chez les bactéries 

(Deutscher et al., 2006). 

 

Il faut néanmoins noter que ces deux systèmes ne sont pas exclusivement procaryotes. En 

effet, des systèmes similaires au système à deux composants ont été identifiés chez différents 

organismes eucaryotes tels que le végétal Arabidopsis thaliana, dans lequel ce système joue un 

rôle dans la régulation de l’utilisation de l’éthylène (Chang et Meyerowitz, 1995), ou la levure 

Saccharomyces cerevisiae, dans laquelle il intervient dans la régulation d’une cascade de MAP-

kinases impliquées dans l’osmorégulation (Ota et Varshavsky, 1993). De plus, le système PTS a 

été retrouvé chez certains organismes supérieurs tels que les champignons. Par exemple, une 

protéine présentant des similitudes avec HPrK/P a été identifiée chez le champignon Aspergillus 

fumigatus (Barker et al., 1991).  

 

Le troisième et dernier de ces systèmes est apparenté au système ATP/GTP-dépendant 

retrouvé chez les Eucaryotes. Ce système est caractérisé par le transfert du groupement phosphate 

en  de l’ATP sur des résidus séryles, thréonyles ou encore tyrosyles. Cependant, là encore, les 

bactéries ont montré leur capacité d’adaptation en étant capables de produire différents types de 

protéine-kinases pour catalyser ces réactions de phosphorylation.  

 

La présence de protéines phosphorylées sur des résidus séryles et thréonyles a été 

observée pour la première fois vers la fin des années 70 chez les bactéries Escherichia coli et 

Salmonella typhimurium (Manai et Cozzone, 1979 ; Wang et Koshland, 1978). Cependant, 

malgré ces caractérisations, la phosphorylation chez les procaryotes est longtemps restée un sujet 

de controverse. Les deux premières sérine-kinases détectées chez les bactéries n’ont été 
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identifiées qu’au début des années 80, il s’agit de l’HPr-kinase/phosphorylase (HPrK/P) chez 

Bacillus subtilis (Garnak et Reeves, 1979) et de l’isocitrate-déshydrogénase-kinase/phosphatase 

(IDHK/P) chez E. coli (Deutscher et Saier, 1983). Ces kinases ne possèdent aucune similarité 

structurale avec les sérine/thréonine-kinases retrouvées chez les Eucaryotes. De plus, elles 

possèdent une activité phosphatase ou phosphorylase en plus de leur activité kinase. Ce n’est 

qu’au début des années 90, que la première sérine/thréonine-kinase bactérienne de type eucaryote 

a été identifiée : Pkn1 chez Myxococcus xanthus (Munoz-Dorado et al., 1991). Depuis, des 

programmes internationaux de séquençage de génomes bactériens ont démontré l’existence d’un 

grand nombre de gènes codant pour des sérine/thréonine-kinases de type eucaryote (STPK) dans 

les différents phyla bactériens (Kennely, 2002). La ressemblance entre ces protéine-kinases 

bactériennes et leurs homologues eucaryotes est essentiellement basée sur des similarités de 

séquence ainsi que structurales au niveau de leur domaine catalytique. En effet, le domaine 

catalytique des STPKs est constitué de 250 à 300 aminoacides et comprend la plupart des 11 

sous-domaines de Hanks typiques des protéine-kinases eucaryotes (Hanks et al., 1988). Les 

motifs de Hanks sont impliqués dans la liaison et l’orientation de la molécule donneuse de 

phosphate (ATP ou GTP), de la protéine ou du peptide substrat ainsi que dans le transfert du 

phosphate  de l’ATP, ou du GTP, sur le résidu accepteur de la protéine substrat. De nombreuses 

études récentes ont démontré que ces protéine-kinases de type eucaryote jouent un rôle important 

dans différents processus tels que la virulence, la résistance à certains antibiotiques ou encore la 

division cellulaire (Ohlsen et Donat, 2010 ; Molle et al., 2010 ; Fleurie et al., 2012). 

 

De façon surprenante, les programmes de séquençages de génomes bactériens n’ont pas 

vraiment permis d’identifier de tyrosine-kinases de type eucaryote. Malgré la détection de 

phosphotyrosines dans des extraits totaux bactériens et la caractérisation de WaaP (Zhao et Lam, 

2002) et MasK (Thomasson et al., 2002), deux tyrosine-kinases possédant quelques signatures 

des tyrosine-kinases eucaryotes, la phosphorylation des protéines sur les résidus tyrosyles a 

longtemps été considérée comme l’apanage des cellules eucaryotes. Néanmoins, il a récemment 

été suggéré que certaines STPKs eucaryotes pouvaient avoir une activité tyrosine-kinase 

(Kusebauch et al., 2014). La présence de tyrosine-kinases bactériennes a été mise en évidence 

pour la première fois à la fin des années 90 avec la caractérisation de Ptk chez Acinetobacter 

johnsonii (Grangeasse et al., 1997). De manière très intéressante, ces tyrosine-kinases 

bactériennes ne ressemblent pas aux tyrosine-kinases eucaryotes et ne présentent aucune 

homologie de séquence. Depuis cette première caractérisation, plusieurs autres tyrosine-kinases 
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homologues à Ptk ont été identifiées chez les bactéries donnant ainsi naissance à une nouvelle 

famille de tyrosine-kinases, propre aux bactéries, appelée BY-kinases (Bacterial tYrosine-

kinases).  

 

L’analyse de la séquence en acides aminés des BY-kinases a montré la présence de motifs 

de Walker A, A’ et B habituellement retrouvés chez les protéines telles que les ATPases et les 

GTPases (Leipe et al., 2002) (Fig. 1). Ces motifs sont essentiels à l’activité catalytique des BY-

kinases (Doublet et al., 1999). Par conséquent, la fonction tyrosine-kinase des BY-kinases n’avait 

jamais pu être considérée auparavant car elles avaient rapidement été classées comme des 

ATPases. Les BY-kinases sont également caractérisées par la présence d’une séquence riche en 

tyrosines (tyrosine-cluster, YC), en position C-terminale du domaine cytoplasmique (Fig. 1). Les 

tyrosines présentes dans ce motif sont la cible de l’autophosphorylation des BY-kinases via un 

mécanisme intermoléculaire (transphosphorylation).  

 

 
 

Figure 1 : Organisation générale des BY-kinases 
Les domaines transmembranaires sont colorés en bleu. Le cluster de tyrosines (YC) est représenté en violet. Les 

motifs de Walker sont indiqués en jaune. D’après Grangeasse et al., 2010 
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De par leur conservation au sein des génomes bactériens, la famille des BY-kinases est 

considérée comme étant responsable de la grande majorité des événements de phosphorylation 

sur la tyrosine retrouvés chez les bactéries. Cependant, d’autres tyrosine-kinases dites atypiques 

ont également été identifiées. On retrouve par exemple PtkA de Mycobacterium tuberculosis qui 

ne possède pas certaines des signatures caractéristiques des BY-kinases et des tyrosine-kinases de 

type eucaryote (Bach et al., 2009), DivL chez Caulobacter crescentus ressemblant à une 

histidine-kinase mais capable de s’autophosphoryler sur un résidu tyrosyle ou encore McsB chez 

B. subtilis et Bacillus anthracis qui utilise un domaine guanidino-transférase lui permettant de 

phosphoryler des protéines sur des résidus tyrosyles ou arginyles (Furhmann et al., 2009 ; Mattoo 

et al., 2008) (Fig. 2).  

 

 
 

Figure 2 : Distribution phylogénétique des tyrosines-kinases identifiées chez les bactéries  
BYK : tyrosine-kinases bactériennes, HYK : tyrosine-kinases de type eucaryote, OYK : tyrosine-kinases atypiques, 

F-type : de type firmicute, P-type : de type protéobactérien. D’après Chao et al., 2014 
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Les bactéries produisent également des phosphotyrosine-phosphatases pour réguler 

l’action des tyrosine-kinases bactériennes. Elles ont été identifiées grâce à leurs similarités de 

séquence et structurales avec leurs homologues eucaryotes. Ainsi, les différentes phosphatases 

identifiées chez les bactéries ont été classées au sein de deux familles : les phosphatases 

conventionnelles, parmi lesquelles on retrouve les PTPs (protéine tyrosine-phosphatases) et les 

DSPs (phosphatases à double spécificité), mais également les phosphatases de basse masse 

moléculaire (LMW-PTPs) (Kennely, 2002). Il est intéressant de noter que, chez les 

protéobactéries, les gènes codant pour les LMW-PTPs se situent juste en amont des gènes codant 

pour les BY-kinases alors qu’ils sont localisés ailleurs dans le génome chez les firmicutes. De 

fait, et à l’inverse de celles retrouvées chez les protéobactéries, il semblerait que les LMW-PTPs 

firmicutes ne soient pas capables de catalyser la déphosphorylation des BY-kinases (Mijakovic et 

al., 2005a). Il a été démontré que la déphosphorylation de ces BY-kinases était réalisée par une 

nouvelle famille de phosphatases identifiée initialement chez Streptococcus pneumoniae (Morona 

et al., 2002). Ces protéines possèdent des homologies structurales avec les polymérases à ADN et 

la famille des histidinol-phosphate phosphoestérases (PHP) et sont codées par des gènes situés 

juste en amont de ceux codant pour les BY-kinases. Ces phosphatases déphosphorylent les BY-

kinases firmicutes et semblent jouer un rôle similaire à celui des LMW-PTPs chez les 

protéobactéries. 

 

Il a été démontré que les BY-kinases sont capables de phosphoryler certaines protéines 

endogènes et, de ce fait, de participer à la régulation du métabolisme de l’ADN et à la résistance 

aux antibiotiques ainsi qu’à différents stress. Leur rôle dans la régulation de la biosynthèse et 

l’export des polysaccharides extracellulaires a notamment été particulièrement étudié. 

 

Les polysaccharides extracellulaires bactériens sont composés d’une immense variété de 

sucres et de liaisons glycosidiques conduisant à une diversité de structure sans limite. Cette 

diversité est reflétée par le grand nombre de sérotypes différents identifiés pour une espèce 

donnée que ce soit pour les bactéries à Gram-positif comme pour celles à Gram-négatif. Chez de 

nombreuses bactéries, ils jouent un rôle critique dans les stratégies de survie et de protection des 

bactéries. C’est tout particulièrement le cas pour la bactérie S. pneumoniae (ou pneumocoque) 

chez laquelle il a été démontré que ces polysaccharides constituent le facteur de virulence le plus 

important grâce à son rôle anti-phagocytaire. En effet, une souche ne produisant pas ces 

composés n’est plus pathogène (Morona et al., 2006). Le pneumocoque est une bactérie à Gram-
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positif qui est responsable, chaque année, de la mort de plus d’un million et demi de personnes 

dans le monde. C’est un pathogène majeur pour l’homme provoquant de nombreuses maladies 

telles que des pneumonies, des méningites, des otites, ou encore des septicémies. Ces maladies 

conduisent à des taux élevés de mortalité surtout lorsqu’elles touchent des sujets jeunes, âgés ou 

immunodéprimés. Actuellement, le traitement des maladies induites par ce pathogène est entravé 

par l’émergence de nombreuses souches résistantes aux antibiotiques et par l’efficacité 

suboptimale des vaccins existants (AlonsoDeVelasco et al., 1995). L’étude de ce pathogène et la 

recherche de nouvelles cibles thérapeutiques pour lutter contre les infections dont il est 

responsable constituent donc un enjeu de santé internationale.  

 

Chez S. pneumoniae, une seule BY-kinase a été identifiée. Il s’agit de la BY-kinase 

cytoplasmique CpsD qui est indispensable à la synthèse de la capsule polysaccharidique (Morona 

et al., 2004). Cependant, les mécanismes mis en place par CpsD dans le contrôle de la production 

du polysaccharide capsulaire demeurent largement méconnus. 

 

L’un des axes de recherche important de l’équipe « Bactéries Pathogènes et 

Phosphorylation des Protéines » dans laquelle j’ai effectué ma thèse concerne notamment la 

caractérisation du rôle des protéine-kinases bactériennes dans la physiologie bactérienne. Mon 

travail de thèse a donc consisté à étudier le rôle des BY-kinases par différentes approches de 

biologie cellulaire, génétique et biochimie. J’ai tout particulièrement concentré mes efforts sur 

l’étude du rôle de l’autophosphorylation de CpsD, la BY-kinase du pathogène humain S. 

pneumoniae. Ces travaux n’étant pas encore publiés, une présentation exhaustive de mes résultats 

sera présentée. En parallèle, en collaboration avec le laboratoire de cristallographie du Pr. Nessler 

de l’Université Paris-Sud, j’ai étudié l’importance de certains résidus dans l’activation de 

l’autophosphorylation des BY-kinases de Staphylococcus aureus, CapB1 et CapB2, par leurs 

modulateurs transmembranaires, CapA1 et CapA2. Enfin, en collaboration avec le laboratoire 

new-yorkais de résonance magnétique nucléaire du Dr. Ghose, j’ai contribué à la caractérisation 

de la surface d’interaction entre le domaine cytoplasmique de Wzc, une BY-kinase d’E. coli, et sa 

phosphotyrosine-phosphatase associée Wzb. Ces deux travaux ayant fait l’objet d’une 

publication, leur présentation sera réalisée à partir de ces articles.  

 

Pour introduire ce travail, je présente dans la première partie de l’exposé bibliographique, 

une description de la famille des BY-kinases ainsi que les connaissances actuelles concernant 
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leurs propriétés structurales et leurs rôles physiologiques. Je décris ensuite les données existantes 

concernant la synthèse et l’export des polysaccharides extracellulaires et plus particulièrement 

celles du polysaccharide capsulaire du pneumocoque. Enfin, je termine cet exposé 

bibliographique par une présentation de certains éléments du mécanisme de la division cellulaire 

des bactéries. En effet, mes observations concernant la BY-kinase CpsD m’ont amené à formuler 

une hypothèse inattendue concernant le rôle de CpsD dans la coordination de la synthèse de la 

capsule polysaccharidique et du cycle cellulaire du pneumocoque. 
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I Les tyrosine-kinases bactériennes  

I.1 Découverte de la phosphorylation sur la tyrosine chez les bactéries 

 

Les premières observations démontrant la présence de la phosphorylation sur la tyrosine 

chez les bactéries remontent à la fin des années 80. En effet, en 1986, l’équipe du Pr. Cozzone a 

montré la présence de protéines phosphorylées sur des résidus tyrosyles au sein d’hydrolysats 

totaux d’E. coli (Cortay et al., 1986). L’existence de tyrosine-kinases a ensuite été examinée chez 

de nombreuses bactéries. Ainsi, dans le milieu des années 90, la présence de phosphotyrosines 

était détectée chez 22 espèces bactériennes différentes (Cozzone, 1997). Malgré la présence de 

ces résidus phosphorylés, l’existence de la phosphorylation des protéines sur les résidus tyrosyles 

est restée un sujet de controverse du fait de l’absence d’identification de tyrosine-kinases 

permettant de catalyser cette réaction au sein des différents organismes bactériens. De plus, 

aucune étude ne démontrait clairement l’implication de cette modification post-traductionnelle 

dans la régulation d’un processus biologique donné de la cellule bactérienne. La caractérisation 

biochimique et génétique d’une activité tyrosine-kinase chez les bactéries apparaissait donc 

comme une nécessité afin de poser les bases de l’étude du rôle de la phosphorylation des résidus 

tyrosyles au sein des organismes procaryotes. 

 

I.2 La première tyrosine-kinase bactérienne : Ptk d’Acinetobacter johnsonii 

 

A la fin des années 90, des études réalisées chez A. johnsonii ont permis de mettre en 

évidence une protéine de 82 kDa phosphorylée sur la tyrosine aussi bien in vitro qu’in vivo. Lors 

de cette étude, il a été démontré que cette protéine était capable de s’autophosphoryler in vitro et 

pouvait donc être qualifiée de tyrosine-autokinase (Duclos et al., 1996). Cette protéine, appelée 

Ptk pour « Prokaryotic Tyrosine-Kinase » constitue le premier exemple de protéine tyrosine-

kinase bactérienne. Une étude biochimique de cette protéine ainsi que la caractérisation du gène 

ptk a été réalisée l’année suivante (Grangeasse et al., 1997). 

 

Cette protéine, localisée dans la membrane interne de la cellule bactérienne et incapable 

de phosphoryler des substrats classiques de tyrosine-kinases eucaryotes, est capable de 

s’autophosphoryler sur au moins 5 résidus tyrosyles aux dépens de l’ATP. De plus, l’activité 

tyrosine-autokinase de cette protéine est insensible à la génistéine ainsi qu’à la quercétine, deux 
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inhibiteurs reconnus des tyrosine-kinases eucaryotes. Ces données suggéraient déjà que cette 

tyrosine-kinase bactérienne présentait des caractéristiques différentes de celles retrouvées chez 

les eucaryotes. 

 

Par la suite, l’analyse de la séquence en acide-aminés de Ptk a révélé la présence de deux 

séquences particulières généralement retrouvées chez les protéines fixant les nucléotides : 

 La séquence G542PAPEVGKS550 ressemblant à un motif A de Walker, aussi appelé 

P-loop, dont la séquence consensus est [G/A]-X(4)-G-K-[S/T]. La lysine 

conservée au sein de ce motif permet aux protéines à P-loop d’interagir avec les 

phosphates  et  du nucléotide tandis que la sérine ou la thréonine interagit avec 

un cation divalent (Mg2+). 

 La séquence V648IID651, similaire à un motif B de Walker (h-h-h-D, h correspond à 

un résidu hydrophobe), joue un rôle dans la liaison avec le cation divalent (Mg2+) 

par l’intermédiaire d’une molécule d’eau. Cette interaction est essentielle à 

l’hydrolyse du nucléotide. 

 

Différentes expériences ont ensuite permis de démontrer que ces deux motifs constituent 

le site catalytique de Ptk (Doublet et al., 1999) et que les résidus lysyle 549, séryle 550 et 

aspartyle 651 sont indispensables à la fixation de l’ATP et à la réaction de phosphotransfert. La 

protéine Ptk possède donc un mécanisme atypique d’autophosphorylation nécessitant les motifs 

A et B de Walker. 

 

I.3 Une nouvelle famille de protéines : les BY-kinases 

 

Suite à la découverte de Ptk, de nombreux gènes homologues à ptk et codant pour des 

tyrosine-kinases bactériennes potentielles ont été identifiés chez différentes bactéries grâce à 

l’analyse des génomes accessibles. Il a également été observé qu’aucun homologue de ptk n’était 

présent chez les cellules eucaryotes. Ces différentes protéines ont alors été regroupées au sein 

d’une nouvelle famille de protéines : la famille des « Bacterial tyrosine-kinases » ou BY-kinases 

(Grangeasse et al., 2007). A ce jour, il semble que cette famille de protéine-kinases soit 

majoritairement responsable des réactions de phosphorylation au niveau de la tyrosine des 

protéines bactériennes.  
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Les BY-kinases sont des protéines transmembranaires capables de s’autophosphoryler sur 

plusieurs résidus tyrosyles aux dépens de l’ATP. Elles sont constituées d’un domaine 

extracellulaire relié par deux hélices transmembranaires à un domaine cytoplasmique contenant le 

site catalytique (Fig. 1). Selon leur origine phylogénétique, ces deux domaines sont soit retrouvés 

au sein d’une même protéine (protéobactéries et actinobactéries), soit codés par deux gènes 

distincts (firmicutes) traduits en une protéine transmembranaire et une seconde cytoplasmique. 

Ces deux protéines sont capables d’interagir afin de reconstituer une protéine comparable à celle 

trouvée chez les protéobactéries (Grangeasse et al., 2007) (Fig. 3). L’interaction entre ces deux 

protéines est nécessaire à l’activité tyrosine-kinase des BY-kinases chez les firmicutes (Mijakovic 

et al., 2003 ; Soulat et al., 2006). De plus, il a été montré que l’interaction entre le peptide 

cytoplasmique en C-terminal de la protéine transmembranaire et la protéine cytoplasmique était 

suffisante pour déclencher l’activité kinase (Soulat et al., 2006). Chez les firmicutes, il a 

cependant été proposé que le domaine catalytique cytoplasmique puisse interagir avec d’autres 

protéines capables de moduler sa fonction (Mijakovic et al., 2005). 

 

Peu de données concernant le domaine extracellulaire des BY-kinases ont été décrites 

dans la littérature. Il a été observé que cette boucle extracellulaire était plus petite chez les 

firmicutes par rapport à celle retrouvée chez les protéobactéries (Grangeasse et al., 2007) et que 

la présence d’une séquence riche en proline, précédant le deuxième passage transmembranaire, 

semble être importante pour la synthèse de polysaccharides extracellulaires (Becker et Puhler, 

1998 ; Morona et al., 2000b ; Obadia et al., 2007) (Fig. 3). De plus, ce domaine extracellulaire 

présenterait une similarité de structure secondaire avec certaines protéines membranaires telles 

que les protéines Wzz impliquées dans la synthèse des lipopolysaccharides (Morona et al., 2009).  

 

A l’inverse, le domaine cytoplasmique, contenant les motifs de Walker et portant 

l’activité catalytique, a fait l’objet de plusieurs études (Fig. 3). La séquence des motifs de Walker 

(A, A’ et B) des BY-kinases présente quelques variations par rapport aux séquences canoniques 

décrites chez les autres protéines fixant les nucléotides (Jadeau et al., 2008). Seuls trois acides 

aminés (G-K-[S/T]) sont strictement conservés dans le motif de Walker A ([G/A]-X(4)-G-K-

[S/T]) alors que le motif de Walker B (h-h-h-D) est étendu à [ILVFM](3)-D-X(2)-P. Le motif de 

Walker A’ ([ILVFM](3)-D-X-D-X-R) est, quant à lui, un motif additionnel situé entre les motifs 

A et B de Walker, et retrouvé uniquement dans la sous-famille SIMIBI (superfamille des MinD et 

BioD) des GTPases (Leipe et al., 2002).  
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La présence d’une séquence riche en tyrosines (tyrosine-cluster, YC), en position C-

terminale du domaine cytoplasmique, a également été décrite (Fig. 3). Les tyrosines présentes 

dans ce motif sont toutes phosphorylées par un mécanisme intermoléculaire 

(transphosphorylation). De plus, chez les protéobactéries, il a été montré qu’une tyrosine, située 

quelques résidus en aval du motif A’ de Walker, est la cible d’une réaction d’autophosphorylation 

intramoléculaire (cis-phosphorylation) qui stimulerait la phosphorylation du YC (Grangeasse et 

al., 2002) (Fig. 3). Cependant, cette tyrosine n’est pas systématiquement retrouvée dans la 

séquence des BY-kinases et sa phosphorylation ne serait pas indispensable à celle du YC de 

certaines BY-kinases (Wugeditsch et al., 2001). 

 

 
 

Figure 3 : Organisation des BY-kinases chez les protéobactéries (A) et les firmicutes (B) 
Les étoiles rouges correspondent au site interne de phosphorylation (A) ou aux résidus hydrophobes qui complètent 

le site de fixation de l’ATP respectivement retrouvés chez les protéobactéries et les firmicutes. TM1 et TM2 : 
domaine transmembranaire 1 et 2, RK cluster : séquence riche en arginine et en lysine, tyrosine cluster : séquence 
riche en tyrosine, P-motif : séquence riche en proline, HD : boucle extracellulaire en forme d’épingle à cheveux. 

D’après Béchet et al., 2009 
 

 Pour résumer, la signature caractéristique de la famille des BY-kinases est constituée d’un 

motif A de Walker G-K-[S/T], un motif A’ de Walker [ILVFM](3)-D-X-D-X-R, un motif B de 

Walker [ILVFM](3)-D-X(2)-P et un cluster de tyrosines. Sur la base de ces données, une banque 

de donnée dédiée à l’analyse des BY-kinases a été développé et est maintenant accessible sous le 

nom de BYKdb (https://bykdb.ibcp.fr/BYKdb/ ; Jadeau et al., 2012 ; Shi et al., 2014). 

 

A 

B 
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 I.4 Etudes structurales des BY-kinases 

  I.4.i Chez les firmicutes 

 

 La première analyse structurale d’une BY-kinase de firmicute, CapB2 de S. aureus, 

fusionnée au peptide activateur de la protéine membranaire CapA1, a montré que l’activation de 

CapB2 est due à la présence d’un résidu hydrophobe de l’extrémité C-terminale de CapA1 

(phénylalanine 221) (Olivares-Illana et al., 2008) (Fig. 3 et 4A). Ce résidu stabilise la molécule 

d’ATP dans sa poche de fixation en interagissant avec le plateau de l’adénine augmentant ainsi 

l’affinité de CapB2 pour l’ATP. Ce résidu hydrophobe est très conservé chez les BY-kinases des 

firmicutes et des protéobactéries. Cependant, chez ces dernières, le résidu stabilisant l’interaction 

avec l’ATP est placé immédiatement après le motif A de Walker (Fig. 7B). 

 

                  
 
 

Figure 4 : Structure de la forme monomérique phosphorylée du complexe CapA1cytoB2/ADP (3BFV) (A) et de 
l'octamère non-phosphorylé de CapA1cytoB2/ADP (B) 

(A) Le domaine kinase CapB2 est coloré en spectre tandis que le peptide activateur de CapA1 est coloré en gris. Le 
résidu F221 interagissant avec la base nucléotidique est représenté en bâton. La structure désorganisée du YC figure 
en pointillés. (B) Une des sous-unités est colorée en surface selon le taux de conservation des résidus la composant. 

Les résidus les plus conservés (orange) se situent au niveau de la surface d’interaction entre deux sous-unités. 
D’après Grangeasse et al., 2010 

 

Il a été montré que la structure cristallographique de la protéine CapA1cytoB2, mutée sur la 

lysine catalytique du motif A de Walker, et donc incapable de s’autophosphoryler, forme un 

octamère en forme d’anneau (Fig. 4B). Dans cet octamère, le domaine YC apparaît comme une 

longue boucle flexible à l’interface entre deux monomères, la dernière tyrosine plongeant dans le 

A B 
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site actif de la sous-unité voisine (Fig. 5). Cette observation fournit une explication structurale au 

mécanisme d’inter-phosphorylation du domaine YC précédemment observé (Grangeasse et al., 

2002). Sachant que la forme native de la protéine CapA1cytoB2 autophosphorylée est 

monomérique, il a alors été proposé que la phosphorylation soit nécessaire à la dissociation de la 

structure octamérique en anneau (Olivares-Illana et al., 2008). Ces observations suggèrent que la 

forme monomérique phosphorylée, présentant un site catalytique accessible, serait responsable de 

la phosphorylation de substrats endogènes (Mijakovic et al., 2005).  

 

 
 

Figure 5 : Vue du site catalytique de la chimère CapA1cytoB2  
La molécule d’ADP-Mg2+ liée est représentée en bâton au niveau du motif de Walker A (en jaune) possédant la 

mutation catalytique K55M. Le résidu tyrosyle phosphorylable Y225 du cluster de tyrosine de la protéine voisine est 
indiqué. Les résidus D157 et P160 appartenant au motif de Walker B et D77, D79 et R81 appartenant au motif de 
Walker A’ sont également indiqués. Le résidu R81 ainsi que les résidus S132 et E133 participent à formation de 

l’octamère par contact avec les résidus E23, R26 et R29 (motif EX2RX2R) de la sous-unité voisine. D’après 
Grangeasse et al., 2012 

 

La présence d’une deuxième surface de contact entre deux monomères a également été 

mise en évidence. Il s’agit du motif EX2RX2R présent sur l’hélice α2 de CapB2. Ce motif est très 

conservé chez les BY-kinases (Jadeau et al., 2008) et est nécessaire à l’autophosphorylation 

intermoléculaire de CapB2 (Olivares-Illana et al., 2008) (Fig. 5). 
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I.4.ii Chez les protéobactéries 

 

Les premières informations structurales concernant les BY-kinases protéobactériennes ont 

été obtenues par cryomicroscopie électronique en utilisant la protéine Wzc d’E. coli comme 

modèle. Il a été proposé que les BY-kinases puissent former des tétramères qui constitueraient un 

complexe avec la translocase du polysaccharide capsulaire Wza (Collins et al., 2007) (Fig. 6). 

L’interaction s’effectuerait via les domaines extracellulaires des BY-kinases sans que les 

domaines kinases cytoplasmiques ne soient en contact les uns avec les autres dans le cytosol.  

  

 
 

Figure 6 : Proposition d’organisation du complexe Wza/Wzc 
Modèle réalisé à partir de la structure de Wzc obtenue par cryomicroscopie électronique, en jaune, et la structure 

cristallographique en ruban de Wza, en violet et rose. L’emplacement occupé par le tag six histidines est représenté 
en rouge. D’après Cuthbertson et al., 2009 

 

L’analyse de la structure cristallographique du domaine catalytique de la BY-kinase Etk 

d’E. coli, a permis de formuler certaines hypothèses concernant l’organisation et le mécanisme 

catalytique des BY-kinases chez les protéobactéries (Lee et al., 2008). Il a été proposé que la cis-

phosphorylation de la tyrosine proche du motif A’ de Walker libèrerait le site catalytique afin de 

le rendre accessible au cluster de tyrosines YC et à l’ATP pour la transphosphorylation des 

tyrosines (Lee et al., 2008 ; Lu et al., 2009) (Fig. 7A et 7B). Cette forme, alors active, serait 

stabilisée par une interaction entre la chaîne latérale de cette tyrosine phosphorylée et un résidu 

Membrane externe 

Membrane interne 
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arginyle (R614 dans Etk). Un autre résidu arginyle a été détecté dans la zone du site actif (R572 

dans Etk). Ce dernier aurait également un effet sur la rotation de la chaîne latérale de la tyrosine 

mais conduirait, lui, à un ralentissement de l’ouverture du site régulant ainsi l’activité kinase de 

Etk. Ces observations réalisées essentiellement in silico demandent néanmoins à être confirmée 

par des approches biochimiques.  

  

 
 

Figure 7 : (A) Activation de la BY-kinase Etk 
(A) La tyrosine 574 déphosphorylée bloquerait l'accès du substrat au site actif. (B) La chaîne latérale de la Y574 

phosphorylée interagirait avec celle de l’arginine 614 et permettrait à l’ATP et au YC d’accéder au site actif. D’après 
Lee et al., 2008  

 

L’analyse du domaine cytoplasmique de Etk a également permis de mettre en évidence un 

nouveau motif, riche en arginine et en lysine, appelé domaine RK (Lee et al., 2008) (Fig. 3). Ce 

motif, conservé dans les BY-kinases des protéobactéries, correspondrait à la jonction entre les 

deux protéines composant les BY-kinases chez les firmicutes. Il a été proposé que le domaine RK 

interagisse avec les domaines YC et stabilise la formation du tétramère observé par 

cryomicroscopie électronique (Collins et al., 2006) (Fig. 8A). Néanmoins, ce rôle attribué aux 

domaines RK et YC reste à l’état d’hypothèse car ces deux domaines sont extrêmement flexibles 

et la faible densité électronique qui leur est associée ne permet pas de les positionner avec 

précision (Fig. 8B).  
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Figure 8 : Modèle représentant la stabilisation du tétramère d’Etk par les interactions entre les domaines RK 
et YC (A) et structure monomérique du domaine cytoplasmique d’Etk (3CIO) (B) 

(A) D’après Lee et al., 2008. (B) Une molécule d’ATP est représentée en bâton dans la poche catalytique mettant en 
avant l’interaction entre la F547 et la base adénine. Le YC et le RK cluster, étant non structurés, sont représentés en 

pointillé. D’après Grangeasse et al., 2010 
 

Récemment, la structure cristallographique du domaine cytoplasmique d’une troisième 

BY-kinase, Wzc, a été obtenue (Béchet et al., 2010). Comme pour CapB2, les auteurs ont utilisé 

une forme inactivée de la protéine en mutant la lysine catalytique du motif A de Walker. Il a été 

observé que Wzc forme un octamère de dimensions identiques à celles obtenues pour CapB2 

(Fig. 9A), les domaines YC et EX2RX2R étant de nouveau retrouvés à l’interface entre deux 

monomères (Fig. 9B). 

 

Cette structure octamérique ne corrobore pas les observations réalisées en 

cryomicroscopie électronique qui ne sont que faiblement résolutives (Collins et al., 2006) (Fig. 

6). La détermination de la structure de la protéine complète semble nécessaire pour fixer 

définitivement le niveau d’oligomérisation de cette protéine. Il a néanmoins été démontré que des 

souches d’E. coli exprimant la protéine Wzc mutée sur la signature EX2RX2R, sont fortement 

affectées dans leur capacité à produire de l’acide colanique, l’exopolysaccharide synthétisé et 

exporté par cette bactérie. Le domaine EX2RX2R étant à la fois nécessaire à la stabilité de 

l’octamère et à l’activité kinase de Wzc, ces observations accréditent une organisation 

octamérique dans la voie de biosynthèse des polysaccharides extracellulaires. 

 

Site catalytique 

Domaine RK  

Cluster de tyrosines  
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Figure 9 : Structure cristallographique de l'octamère formé par la forme non-phosphorylée de la partie 
cytoplasmique de Wzc (A) et grossissement de la zone d'interaction entre deux sous-unités voisines (B) 

(A) Chaque sous-unité est de couleur différente. Les molécules d’ADP fixées sont représentées en noir. (B) Une 
sous-unité est colorée en spectre tandis que la sous-unité voisine est colorée en gris. Les chaînes latérales des résidus 

évoluant dans les interactions spécifiques sont représentés en bâton. Les liaisons hydrogènes figurent en pointillé. 
D’après Béchet et al., 2010 

 

En ce qui concerne le mécanisme d’autophosphorylation en deux étapes (cis- et 

transphosphorylation), l’analyse de la structure du domaine cytoplasmique de Wzc montre que la 

tyrosine proche du motif A’ de Walker interagit avec le phosphate α de l’ATP (Béchet et al., 

2010) (Fig. 10). Cependant, les positions relatives de la tyrosine 569 et de l’ATP ne sont pas 

compatibles avec le transfert en ligne d’un groupement phosphate (Hartmann et al., 2006). Il a 

été imaginé que, pour permettre la phosphorylation de cette tyrosine, l’ATP pourrait se placer 

différemment dans la poche de fixation. Cependant cette hypothèse semble peu réaliste vis-à-vis 

des fortes contraintes qui seraient introduites au niveau de la poche de fixation (Smith et 

Rayment, 1996). L’importante diminution de la transphosphorylation observée lors de la 

mutation de cette tyrosine (Grangeasse et al., 2002) pourrait trouver son origine dans le fait que 

l’interaction entre cette dernière et le phosphate  de l’ATP est cruciale pour la fixation du 

nucléotide au site actif et donc pour la phosphorylation du YC (Béchet et al., 2010). De plus, la 

mutation de cette tyrosine en alanine, mimant un site actif accessible, génère une forte diminution 

de l’activité kinase de Wzc, de son affinité pour l’ATP ainsi que de la capacité d’E. coli à 

produire de l’acide colanique. L’hypothèse selon laquelle le site actif est rendu accessible par 

pivotement de la chaîne latérale de la tyrosine suite à sa phosphorylation n’est donc pas vérifiée 

(Lee et al., 2008 ; Béchet et al., 2010). Ainsi, cette tyrosine s’avère être essentielle à la liaison du 

nucléotide au site actif de l’enzyme et à l’activité kinase. La phosphorylation de la tyrosine 

B A 



 
 

41 

proche du motif A’ de Walker (Grangeasse et al., 2002 ; Lee et al., 2008) pourrait alors être due 

aux conditions expérimentales et à un manque de spécificité des BY-kinases. 

 

 
 

Figure 10 : Représentation des différentes interactions entre l'ADP et les résidus du site actif de Wzccyto 
 La protéine est visualisée par coloration en spectre. La molécule d’ADP représentée en bâton et colorée selon la 

nature des atomes. Les résidus intervenant dans cette interaction sont également représentés en bâton. Les liaisons 
hydrogènes figurant en pointillé noir. La région non structurée correspondant au RK-cluster est représentée en 

pointillé bleu. La tyrosine phosphorylable Y715 de la protéine voisine est colorée en rouge et arrive à proximité de la 
molécule d’ADP au travers d’une porte formée par les chaînes latérales des résidus P644 et P645 du motif de Walker 

B et de K567. D’après Béchet et al., 2010 
  

Comme pour Etk, la structure du domaine cytoplasmique de Wzc ne permet pas d’obtenir 

des informations concernant l’organisation du domaine RK. Cependant, par modélisation et 

dynamique moléculaire, il a été proposé que ce domaine puisse réguler l’activité de Wzc. Une 

étude portant sur le rôle du domaine RK dans la fixation ou l’hydrolyse de l’ATP montre que 

certains résidus de ce domaine sont indispensables à l’activité kinase de Wzc (Béchet et al., 

2010). Il a également été démontré que ce domaine est nécessaire à la production de l’acide 

colanique indépendamment de son rôle dans l’activité kinase. Par conséquent, si cette région 

flexible peut être considérée comme un domaine régulateur de l’activité tyrosine-kinase de Wzc, 

et plus généralement des BY-kinases des protéobactéries, elle est vraisemblablement impliquée 

dans des interactions avec d’autres protéines, comme celles retrouvées dans la machinerie de 

transport des polysaccharides. L’activation de Wzc pourrait ainsi être contrôlée par le domaine 

RK en fonction de son interaction avec d’autres protéines. 
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 I.5 Rôles cellulaires des BY-kinases 

  I.5.i La synthèse et l’export des polysaccharides extracellulaires 

 

Les travaux réalisés ces dix dernières années ont démontré que les BY-kinases 

interviennent dans la régulation de différents processus cellulaires dont le contrôle de la 

production des polysaccharides extracellulaires. Les études portant sur cette production ont été 

réalisées chez E. coli mais également d’autres bactéries telles que Sinorhizobium meliloti, 

Acinetobacter lwoffii, S. pneumoniae et Klebsiella pneumoniae (Niemeyer et Becker, 2001 ; 

Nakar et Gutnick, 2003 ; Morona et al., 2004 ; Lin et al., 2009). Chez ces bactéries, les gènes 

codant pour les BY-kinases se situent au sein de larges opérons dirigeant la synthèse des 

polymères polysaccharidiques (Whitfield, 2006). Chez E. coli, deux BY-kinases ont été 

identifiées, Wzc et Etk. Etk est nécessaire à la formation de la capsule de groupe 4 (Peleg et al., 

2005) alors que Wzc est impliquée, selon le sérotype, soit dans la synthèse de l’acide colanique 

(Vincent et al., 2000), soit dans la synthèse de la capsule de groupe 1 (Wugeditsch et al., 2001). 

Il a été démontré que l’autophosphorylation des BY-kinases et, plus précisément, celle de Wzc et 

d’Etk au niveau du cluster de tyrosine, contrôle la capacité d’une bactérie à produire un 

polysaccharide extracellulaire.  

 
Les BY-kinases sont présentes dans le complexe d’assemblage qui permet aux 

polysaccharides de franchir la membrane, ou les deux membranes interne et externe chez les 

protéobactéries. Il a été démontré que le domaine périplasmique de Wzc interagit avec la protéine 

de la membrane externe Wza (Fig. 6). Ces deux protéines forment un échafaudage traversant les 

deux membranes cellulaires et permettant le recrutement des protéines du complexe 

d’assemblage contrôlant l’export des polymères polysaccharidiques (Reid et Whitfield, 2005). En 

outre, il a été proposé que Wzc joue un rôle de co-polymérase dans la production de polymères 

de haute masse moléculaire (Whitfield et Paiment, 2003). Même si la fonction précise des BY-

kinases reste relativement méconnue, il est clair que leur autophosphorylation affecte le 

fonctionnement du complexe d’assemblage et d’export des polysaccharides. En effet, il a été 

démontré que les formes phosphorylée et non-phosphorylée de Wzc sont alternativement 

nécessaires pour l’export du polymère polysaccharidique (Obadia et al., 2007). Les cycles de 

phosphorylation/déphosphorylation de Wzc en particulier et des BY-kinases en général seraient 

régulés par la phosphotyrosine-phosphatase Wzb codée par un gène présent dans les opérons 
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contrôlant la biosynthèse des polysaccharides extracellulaires (Obadia et al., 2007). Le 

fonctionnement ainsi que la description de ce complexe de biosynthèse et d’export des 

polysaccharides extracellulaires seront détaillés plus loin dans cet exposé. 

 

Les BY-kinases n’affectent pas seulement l’export des polysaccharides. Elles contrôlent 

également leur synthèse en phosphorylant des enzymes impliquées dans la production des sucres 

simples précurseurs. Par exemple, chez E. coli, Wzc et Etk sont capables de phosphoryler la 

protéine Ugd, une UDP-glucose déshydrogénase nécessaire à la synthèse d’UDP-acide 

glucuronique (Grangeasse et al., 2003). Lorsqu’Ugd est phosphorylée, son activité 

déshydrogénase est augmentée. De plus, sa phosphorylation par Wzc permettrait de réguler la 

quantité produite de polysaccharides alors que sa phosphorylation par Etk, sur le même résidu 

tyrosyle, conduirait à la synthèse d’un sucre modifié intervenant dans les processus de résistance 

aux agents antimicrobiens tels que la polymyxine et les peptides cationiques (Lacour et al., 

2008). La phosphorylation d’enzymes portant une activité sucre-déshydrogénase a également été 

observée chez d’autres bactéries telles que B. subtilis et S. aureus (Mijakovic et al., 2003 ; Soulat 

et al., 2007 ; Gruszczyk et al., 2011). Cependant les mécanismes moléculaires conduisant à 

l’activation de ces sucre-déshydrogénases par les BY-kinases ne sont pas clairement établis. En 

effet, il a récemment été montré que l’activité d’Ugd chez E. coli serait contrôlée de manière 

allostérique par les nucléotides triphosphates (Mainprize et al., 2013) 

 

Par ailleurs, une étude effectuée chez Streptococcus thermophilus montre que la forme 

phosphorylée de la kinase EpsD est nécessaire à l’activité de la phosphogalactosyl-transférase 

EpsE intervenant dans la synthèse des polysaccharides extracellulaires (Minic et al., 2007). Les 

mécanismes précis de ce contrôle restent néanmoins à déterminer. 

 

Le rôle particulier de l’autophosphorylation des BY-kinases dans la synthèse et l’export 

des polysaccharides extracellulaires seront détaillées dans la seconde partie de cet exposé 

bibliographique et ce notamment par une description exhaustive de l’état des connaissances au 

sujet du rôle de la BY-kinase CpsD dans la synthèse de la capsule polysaccharidique du 

pneumocoque. 
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  I.5.ii Autres processus régulés par les BY-kinases 

 

La caractérisation d’autres substrats des BY-kinases a permis de mettre en évidence que le 

rôle des BY-kinases n’était pas restreint au contrôle de la biosynthèse et de l’export des 

polysaccharides extracellulaires. Pour illustrer ceci, j’indique ci-après quelques exemples pour 

lesquels le rôle des BY-kinases a été clairement établi. 

 

Les premiers substrats endogènes des BY-kinases ont été identifiés en 2003 chez E. coli. 

Il s’agit des facteurs sigma RpoH et anti-sigma RseA qui participent à la réponse au choc 

thermique (Klein et al., 2003). Il a été montré in vitro et in vivo qu’Etk chez E. coli est capable de 

phosphoryler RpoH sur la tyrosine 260 permettant à la bactérie de mieux résister aux stress 

thermiques. En effet, cette phosphorylation induit une diminution conséquente de la capacité de 

RpoH à initier la transcription de gènes cibles. De plus, l’expression d’une protéine non-

phosphorylable (Y260A) confère, à la bactérie, un phénotype thermosensible et conduit à une 

réponse aux chocs thermiques altérée. Parallèlement, la phosphorylation de RseA, l’anti-sigma du 

facteur sigma RpoE, sur le résidu tyrosyle 38 semble altérer sa fixation sur ce dernier, facilitant 

ainsi la capacité d’adaptation d’E. coli à un stress thermique. 

 

Lors de la caractérisation de la phosphorylation de la protéine Ugd (cf. § I.5.i), il a été 

démontré que sa phosphorylation par Etk accroissait la capacité de résistance d’E. coli à des 

peptides cationiques antimicrobiens de type polymyxine (Lacour et al., 2008). En effet, Ugd est 

également indispensable à la synthèse d’un sucre particulier, l’UDP-4-amino-4-désoxy-L-

arabinose, qui, lorsqu’il est exporté, se fixe aux charges négatives présentes à la surface de la 

cellule bactérienne empêchant ainsi l’action des peptides cationiques. La stimulation de l’activité 

déshydrogénase de Ugd par phosphorylation permet de réguler la synthèse de ces sucres modifiés 

et favorise ainsi la résistance d’E. coli à la polymyxine. 

 

 Il a également été démontré que les BY-kinases pouvaient intervenir dans différents 

processus vitaux de la bactérie telle que le métabolisme de l’ADN ou encore la formation de 

biofilms. En effet, il a été montré que la BY-kinase PtkA de B. subtilis était capable de 

phosphoryler la protéines Ssb qui est une protéine de liaison à l’ADN simple brin (Mijakovic et 

al., 2006). La phosphorylation de cette protéine permettrait ainsi d’augmenter considérablement 

sa capacité à lier l’ADN. D’ailleurs, chez des mutants n’exprimant plus PtkA, de l’ADN extra-
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chromosomique s’accumule et la réplication de l’ADN est désorganisée (Petranovic et al., 2007). 

A l’inverse, il a récemment été montré que la phosphorylation de la protéine FatR, un régulateur 

transcriptionnel, empêchait son interaction avec l’ADN conduisant ainsi à une absence de 

répression d’un gène codant pour une mono-oxygénase à acides gras (Derouiche et al., 2013). 

 

 Toujours chez B. subtilis, l’équipe de Stanley-Wall a montré le rôle de la phosphorylation 

sur les tyrosines par les BY-kinases dans la formation des biofilms (Kiley et Stanley-Wall, 2010). 

La formation d’un biofilm par cet organisme se manifeste par l’élaboration d’une pellicule 

structurée à l’interface air/eau ou par la croissance d’une colonie architecturalement complexe sur 

milieu gélosé (Branda et al., 2001). Les souches ΔptkA sont incapables de former la structure 

radiale caractéristique des biofilms matures de B. subtilis sur un milieu gélosé semi-solide (Fig. 

11A et 11B). La structure tridimensionnelle de la pellicule formée à l’interface air/eau en absence 

de PtkA (Fig. 11D) est, en revanche, plus complexe que celle observée chez la souche sauvage 

d’aspect granuleux (Fig. 11E). L’intégration du gène ptkA dans la souche ΔptkA conduit à la 

restauration des propriétés de la souche sauvage (Fig. 11C). Ces observations traduisent donc une 

relation de cause à effet entre l’expression de PtkA et la production des biofilms.  

 

 
 

Figure 11 : Visualisation de l’architecture complexe et de la structure tridimensionnelle des colonies de B. 
subtilis  

Architecture complexe des souches sauvages (A) et ΔptkA (B) Récupération de cette architecture après induction du 
gène ptkA-lacI dans la souche ΔptkA (C). Structure tridimensionnelle formée à l’interface air/eau par les souches 

ΔptkA (D) et sauvages (E). D’après Kiley et Stanley-Wall, 2010 
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Il a aussi été observé que les BY-kinases ne seraient pas seulement capable de 

phosphoryler des protéines bactériennes mais également des protéines d’autres organismes 

comme les phages. Ainsi, une étude a montré que Wzc, une BY-kinase d’E. coli, était capable de 

phosphoryler in vitro l’intégrase Int du coliphage HK022 sur des résidus tyrosyles (Kolot et al., 

2008). Les observations in vivo de suivi du processus de lysogénisation ont montré que Wzc 

pouvait avoir un rôle dans la régulation de l’activité d’Int. En effet, il a été montré qu’une 

protéine Int purifiée à partir de bactéries surexprimant Wzc présentait une activité de 

recombinaison considérablement réduite in vitro. 

 

De manière plus générale, et notamment grâce aux progrès techniques réalisés dans 

l’analyse à haut débit par spectrométrie de masse, un grand nombre de phosphoprotéines et de 

sites de phosphorylation ont pu être détecté et caractérisé. Cette approche a ainsi conduit à une 

augmentation considérable du nombre de phosphoprotéomes bactériens publiés (Macek et al., 

2007 ; Voisin et al., 2007 ; Macek et al., 2008 ; Soufi et al., 2008 ; Lin et al., 2009 ; 

Ravichandran et al., 2009 ; Soung et al., 2009 ; Parker et al., 2010 ; Sun et al., 2010 ; Ge et al., 

2011 ; Misra et al., 2011). Les phosphoprotéines ainsi identifiées participent à diverses fonctions 

cellulaires allant du métabolisme du carbone, des protéines et de l’ADN à la division cellulaire en 

passant par la compétence ou la mobilité bactérienne. De façon surprenante aucune protéine 

phosphorylée sur la tyrosine n’est commune à tous ces phosphoprotéomes. De plus, certaines 

phosphoprotéines déjà connues ne sont pas détectées par cette approche. Ces observations sont 

dues au fait que ces résultats ne constituent qu’une image instantanée des phosphoprotéines de la 

bactérie à un instant donné, dans des conditions de cultures données, et ne sont en aucun cas 

exhaustifs. De ce fait, nous pouvons facilement anticiper sur la détection prochaine de nouvelles 

protéines phosphorylées sur la tyrosine. De plus, des études de phosphoprotéomique réalisées sur 

des souches invalidées pour l’expression de leurs BY-kinases pourraient nous permettre 

d’identifier de nouveaux substrats spécifiques des BY-kinases et ainsi, de nouveaux processus 

cellulaires dans lesquels les BY-kinases sont impliquées. 

 

 Néanmoins, ces approches globales ont permis d’aller plus loin dans la compréhension du 

rôle de la phosphorylation sur les résidus tyrosyles chez les bactéries. Pour illustrer ce point, 

l’analyse du phosphoprotéome de B. subtilis a conduit à l’identification de neuf nouvelles 

protéines phosphorylées sur la tyrosine (Macek et al., 2007). La majorité de ces protéines est 

phosphorylable in vitro par la BY-kinase PtkA (Jers et al., 2010). Dans cette étude, les auteurs 
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suggèrent que PtkA pourrait se dissocier de son modulateur membranaire, TkmA, lui permettant 

ainsi d’interagir avec des substrats cytosoliques ou d’autres modulateurs. En effet, il a été observé 

que la phosphorylation in vitro de différentes protéines par PtkA est affectée en présence de la 

protéine membranaire TkmA, ou en présence d’une protéine chimérique fusionnant PtkA 

directement au peptide activateur issu de TkmA. De manière surprenante, PtkA n’induit pas les 

mêmes effets sur ces protéines. En effet, elle peut jouer sur l’activité de certaines enzymes telles 

qu’Asd qui intervient dans la biosynthèse de l’aspartate ainsi que dans le métabolisme de la paroi 

cellulaire et YorK dont la fonction est inconnue mais qui possède une activité exonucléase sur de 

l’ADN simple brin. La phosphorylation de ces protéines peut également affecter la localisation 

cellulaire d’autres protéines telles que l’énolase (Eno) qui est localisée de façon différente selon 

que PtkA est exprimée ou non (Fig. 12A et 12B). Il a également été montré qu’OppA, qui 

appartient au complexe Opp formant une perméase pour l’import spécifique de petits peptides (3 

à 5 acides-aminés de long), n’est plus exportée en absence de PtkA (Fig. 12C et 12D). Le rôle de 

la phosphorylation de ces protéines reste néanmoins difficilement interprétable si l’on se base sur 

ces seuls profils de localisation. Cependant, dans certains cas, comme ceux cités ci-dessus, des 

hypothèses intéressantes peuvent être avancées. Ainsi, la phosphorylation de OppA pourrait jouer 

un rôle dans son export et la présence élevée de Eno à un pôle de la cellule indique, quant à elle, 

que sa phosphorylation pourrait jouer un rôle dans la sporulation.  

 

       
 

Figure 12 : Immuno-localisation de différents substrats de PtkA 
 Eno-YFP dans des souches sauvages (A) et ΔptkA (B) en phase stationnaire. OppA-YFP dans des souches sauvages 

(C) et ΔptkA (D) en phase stationnaire. D’après Jers et al., 2010 
 

 Toutes ces observations illustrent la polyvalence et l’importance des BY-kinases dans les 

différentes voies physiologiques bactériennes (Fig.13). Cependant, ces différents rôles pourraient 

ne constituer qu’une faible partie de l’importance réelle de ces kinases chez les bactéries. De ce 

fait, la recherche de nouveaux substrats devrait permettre d’étendre ces études à la caractérisation 

de nouveaux processus de régulation. 

A B C D 
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Figure 13 : Schéma reprenant l’ensemble des principaux événements de phosphorylation sur la tyrosine 
détectés chez les bactéries 

 Les BY-kinases (BY-K) et leurs modulateurs (M) sont représentés en rouge. M’ et M’’ représentent de potentiels 
modulateurs alternatifs. Les protéines endogènes phosphorylées par les BY-kinases et leurs fonctions associées sont 

respectivement représentées en vert et en bleu. Les stimuli potentiels qui pourraient influencer l’activité des BY-
kinases figurent en violet. Les pointillés gris représentent les interactions entre les BY-kinases et leurs modulateurs. 
Les points d’interrogation représentent des relations espérées mais à démontrer. STPK : Sérine-Thréonine Protéine-

Kinase, LPS : Lipopolysaccharide, Int : Intégrase, Sugar-DHase : UDP-sucre-déshydrogénase, Glycosyl-transf : 
Glycosyl-transférase. D’après Béchet et al., 2009 

  

I.6 Régulation de la phosphorylation des BY-kinases 

 

 Les phosphotyrosine-phosphatases bactériennes catalysent la déphosphorylation des 

protéines phosphorylées sur un résidu tyrosyle. Comme indiqué à la fin de l’introduction, on 

retrouve trois familles différentes de phosphotyrosine-phosphatases : les phosphatases de type 

eucaryote (PTPs) et à double-spécificité (DSPs), les phosphotyrosine-phosphatases de basse 

masse moléculaire (LMW-PTPs) et les polymérase-histidinol phosphatases (PHPs). Les PTPs, les 

DSPs et les LMW-PTPs utilisent un mécanisme catalytique commun dépendant d’un motif CX5R 

conservé au niveau de la boucle de fixation appelée « P-loop » (Kennelly et Potts, 1999). Au sein 

de ce motif, la cystéine joue le rôle du nucléophile permettant d’attaquer le groupement 

phosphate du résidu phosphotyrosyle de la protéine substrat (Ramponi et Stefani, 1997), alors que 

le résidu arginyle stabilise le substrat au niveau de la poche catalytique par interaction avec la 
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moitié phosphate de la phosphotyrosine (Tiganis, 2002). L’activité des phosphatases est 

également contrôlée par un résidu aspartyle conservé au sein de la boucle D (« D-loop ») 

(Schubert et al., 1995) (Fig. 14).  

 

 
 

Figure 14 : Structure de MptpA, la LMW-PTP de M. tuberculosis.  
Représentation en ruban. La P-loop (C11-R17) est colorée en bleu tandis que la D-loop (R111-D131) est colorée en rose. 
Les chaînes latérales des résidus essentiels à l’activité de cette LMW-PTP (C11 et D126) sont représentées en bâton. 

D’après Stehle et al., 2012 
 

 Les phosphotyrosine-phosphatases interviennent dans deux processus principaux : la 

production des polysaccharides (Vincent et al., 1999 ; Morona et al., 2000a) et sa sécrétion 

comme protéines effectrices afin d’interférer avec différentes fonctions cellulaires de l’organisme 

hôte (Bliska, 2000 ; Castandet et al., 2005). Néanmoins, elles peuvent avoir des fonctions 

opposées. En effet, dans certains cas elles sont capables d’antagoniser les fonctions des BY-

kinases alors que dans d’autres elles peuvent les stimuler (Zhang, 2005). Par ailleurs, chez les 

bactéries à Gram-négatif, le gène codant pour les LMW-PTPs est généralement situé juste en 

amont de celui codant pour sa BY-kinase associée. Il en est de même avec les PHPs chez les 

bactéries à Gram-positif. Ainsi, les BY-kinases et leurs phosphotyrosine-phosphatases associées 

semblent former un couple protéique capable de réguler différents processus cellulaires tels que 

la synthèse de polysaccharides extracellulaires chez différentes espèces bactériennes (Vincent et 

al., 1999 ; Morona et al., 2000a).  

 



 
 

50 

II Les polysaccharides extracellulaires 

 

 Plusieurs types de polysaccharides sont synthétisés par les cellules procaryotes. On 

retrouve notamment les polysaccharides intracellulaires servant généralement de réserve 

énergétique (glycogène), les polysaccharides structuraux tels que les lipopolysaccharides (LPS), 

le peptidoglycane ou encore l’acide téichoïque, participant à l’architecture de la paroi cellulaire, 

et les polysaccharides extracellulaires. Ces derniers ont un rôle important dans différents 

processus biologiques tels que la protection de la bactérie vis-à-vis de son environnement ou 

encore la virulence des bactéries pathogènes. Nous allons à présent voir une présentation générale 

des polysaccharides extracellulaires ainsi qu’un approfondissement sur les modes de synthèse et 

d’export du polysaccharide capsulaire de la bactérie pathogène S. pneumoniae pour laquelle il est 

le facteur de virulence majeur. 

 

 II.1 Présentation générale 

  II.1.i Définition 

 

 L’export de polysaccharides extracellulaires est retrouvé chez de nombreuses bactéries à 

Gram-positif comme à Gram-négatif. Ils sont constitués soit par une répétition d’un même 

monomère saccharidique (homo-polysaccharide) soit par une répétition de monomères différents 

(hétéro-polysaccharide). Ces chaînes saccharidiques peuvent alors fixer d’autres groupements 

chimiques tels que des acétates, des pyruvates, des succinates ou encore des phosphates afin de 

former des polymères anioniques fortement hydratés. Ces polymères ont une masse moléculaire 

très élevée comprise entre 105 et 106 Da. Les monomères saccharidiques les plus régulièrement 

retrouvés sont le glucose, le galactose et le rhamnose pour les oses neutres ainsi que l’acide 

glucuronique et l’acide galacturonique pour les oses acides. La très grande majorité des 

polysaccharides retrouvés sont de type hétérogène et présentent des répétitions de 2 à 10 oses de 

complexité variable et peuvent être linéaires ou ramifiés.  

 

Les polysaccharides extracellulaires sont retrouvés sous deux formes différentes 

dépendant de leur capacité d’interaction avec la surface bactérienne. En effet, on peut différencier 

les exopolysaccharides (EPS), qui ne sont retenus à la surface de la cellule que par de faibles 

interactions et qui peuvent même être relargués, des polysaccharides capsulaires (CPS) qui sont 
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liés de façon covalente à la surface bactérienne au niveau de phospholipides ou du lipide A du 

LPS. 

 

II.1.ii Rôles physiologiques des polysaccharides extracellulaires 

 

 Les polysaccharides capsulaires (CPS) et les exopolysaccharides (EPS) jouent un rôle 

essentiel dans l’adaptation de la bactérie à son environnement mais aussi dans leur potentielle 

virulence. Concernant leur rôle dans l’adaptabilité bactérienne, il a été proposé que la capacité de 

production d’EPS constitue une réponse directe aux pressions sélectives de l’environnement 

(Dudman, 1964). En effet, la variabilité en oses et les différentes ramifications possibles 

conduisent à une très grande diversité de structures polysaccharidiques témoignant, d’une part, du 

grand nombre de sérotypes différents pour une espèce donnée mais également de la capacité 

d’adaptation des bactéries à leur environnement. 

 

 Le caractère anionique des polysaccharides extracellulaires leur permet, via leur capacité 

à fixer des molécules cationiques, de favoriser l’apport en minéraux essentiels et en nutriments 

nécessaires à la croissance bactérienne (Costerton et al., 1981) ou de bloquer l’entrée d’ions 

métalliques toxiques. De plus, la nature visqueuse de la couche de polysaccharides 

extracellulaires a un effet extrêmement important sur les propriétés de diffusion de molécules 

pour leur entrée ou sortie de la cellule (Allison and Matthews, 1992). C’est notamment le cas 

dans le blocage de la pénétration des antibiotiques tels que les peptides antimicrobiens 

cationiques (Campos et al., 2004). Enfin, les polysaccharides extracellulaires protègent la 

bactérie des phénomènes de dessiccation du fait de leur caractère fortement hydraté (Schnider-

Keel et al., 2001). 

 

 Dans le cas des bactéries pathogènes, il a été montré que les polysaccharides capsulaires 

protégent la bactérie contre le système immunitaire de l’hôte. En effet, sa présence diminue la 

capacité d’interaction entre la bactérie et le phagocyte et empêche l’activation du complément. 

De plus, elle permet de dissimuler les structures antigéniques à la surface de la bactérie la 

soustrayant ainsi à l’action des anticorps (Roberts, 1996). On peut également noter que l’extrême 

variabilité de séquence des polysaccharides bactériens rend ces molécules très faiblement 

immunogènes. Cette immunogénicité est d’autant plus affaiblie du fait que ces polysaccharides 
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peuvent posséder certaines similarités avec les glycolipides et les glycoprotéines présents chez la 

cellule hôte (Weintraub, 2003). Enfin, les CPS favorisent également la formation de biofilms 

permettant, eux aussi, de protéger les bactéries contre les antibiotiques. Pour l’ensemble de ces 

raisons, la présence de CPS chez une bactérie pathogène est très souvent assimilée à un facteur de 

virulence majeur. 

 

II.2 Mécanismes de biosynthèse et d’export des polysaccharides extracellulaires 

  

La présence de polysaccharides à l’extérieur de la bactérie constitue un défi majeur du 

transport cellulaire. En effet, du fait de leur très faible hydrophobicité et de leur masse 

moléculaire élevée, il n’est pas concevable d’imaginer que les polysaccharides extracellulaires 

puissent traverser une, voire deux, membrane lipidique et une couche de peptidoglycane de 

manière passive. Ainsi, la présence de complexe de synthèse et d’export des polysaccharides a 

été démontrée chez de nombreuses bactéries telles qu’E. coli (Whitfield, 2006) et S. pneumoniae 

(Yother, 2011). Il est intéressant de noter que malgré l’hétérogénéité des polysaccharides 

produits, seulement deux mécanismes généraux de biosynthèse et d’export des polysaccharides 

extracellulaires ont été décrit : le système Wzy-dépendant et le système ABC-transporteur-

dépendant. 

 

  II.2.i Le système Wzy-dépendant 

 

 Le système Wzy-dépendant est le mécanisme de biosynthèse des polysaccharides 

extracellulaires le plus répandu (Fig. 15). Dans ce système, après assemblage des sous-unités 

polysaccharidiques dans le cytoplasme, ces dernières sont assemblées sur un lipide porteur, 

l’undécaprényl-pyrophosphate (und-PP), par des glycosyl-transférases (WbaP chez E. coli) au 

niveau du compartiment cytoplasmique. Ces sous-unités traverseraient alors la membrane interne 

de la bactérie grâce à une flippase (Wzx chez E. coli) pour laquelle le mécanisme d’action 

demeure méconnu. La polymérisation et l’élongation du polysaccharide extracellulaire se 

dérouleraient alors dans le compartiment périplasmique chez les bactéries à Gram-négatif. Elle se 

ferait par l’ajout d’un polymère en construction sur l’extrémité réductrice d’une sous-unité 

nouvellement synthétisée. Cette réaction est catalysée par une polymérase (Wzy chez E. coli) 

(Woodward et al., 2010). Au sein de ce complexe de synthèse et d’export des polysaccharides 
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extracellulaires, on retrouve également une BY-kinase (Wzc chez E. coli). En effet, le domaine 

extracellulaire des BY-kinases présente une similarité de structure secondaire avec certaines 

protéines membranaires appartenant à la famille des PCP-2a (« Polysaccharides Co-Polymérase 

2a ») qui permettent de réguler la longueur de la chaîne polysaccharidique (Dodgson et al., 

1996). Il a notamment été montré que la phosphorylation de Wzc, ainsi que sa déphosphorylation 

par sa phosphatase associée Wzb, était essentielle à l’assemblage de la capsule polysaccharidique 

(Obadia et al., 2007). Chez les bactéries à Gram-négatif, les BY-kinases jouent également un rôle 

essentiel dans la translocation du polymère du périplasme vers la surface bactérienne. Cette 

activité se ferait en partenariat avec une protéine de la famille des OPX (« Outer-membrane 

Polysaccharide eXport ») (Wza chez E. coli) (cf. § I.4.ii) (Fig.15).  

 

 
 

Figure 15 : Modèle de synthèse et d'export des polysaccharides extracellulaires Wzy-dépendant 
 Les sous-unités liées à l’und-PP sont assemblées à l’interface entre le cytoplasme et la membrane interne. Une fois 
synthétisées, ces sous-unités traversent la membrane interne grâce à l’action de la flippase Wzx. Elles deviennent 
alors des substrats pour la polymérase Wzy qui les assemblent par transfert de la chaîne en formation sur la sous-
unité nouvellement formée. Le fonctionnement de cette polymérisation requière l’autophosphorylation des résidus 
tyrosyles présents à l’extrémité C-terminale de Wzc ainsi que leurs déphosphorylation par Wzb. Le polymère ainsi 

formé est alors exporté au travers de la membrane externe par Wza. D’après Whitfield, 2006 
 

  II.2.ii Le système ABC-transporteur-dépendant 

 

 Ce système diffère du précédent par le fait que le polymère polysaccharidique est 

polymérisé dans le compartiment cytoplasmique de la bactérie et non plus au niveau du 

périplasme (Fig. 16). En effet, dans le système ABC-transporteur-dépendant, la chaîne 

polysaccharidique s’assemble sous-unité par sous-unité, au niveau des extrémités non-

réductrices, sur un accepteur lipidique (Troy, 1992). L’assemblage est réalisé par des glycosyl-
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transférases et ne requiert donc pas de polymérase. Bien que la nature de l’accepteur lipidique 

demeure méconnue à ce jour, il est probable que ce soit un résidu diacylglycérophosphate chez E. 

coli. En effet, il a été observé que le polysaccharide exporté est fixé à ce résidu (Finke et al., 

1991). Une fois synthétisé, le polymère polysaccharidique est exporté à travers la membrane 

cytoplasmique par l’intermédiaire d’un ABC-transporteur (KpsM chez E. coli) (Bliss and Silver, 

1997). L’intervention de deux nouvelles protéines est alors nécessaire pour son export vers la 

surface bactérienne. Un oligomère d’une protéine appartenant à la famille des OPX jouerait le 

rôle de canal (KpsD chez E. coli) tandis qu’une co-polymérase de la famille des PCP-3 

permettrait de relier l’ABC-transporteur au canal formé par l’oligomère d’OPX (KpsE chez E. 

coli) (Silver et al., 2001) (Fig. 16).  

 

 
 

Figure 16 : Modèle de synthèse et d'export des polysaccharides extracellulaires ABC-transporteur-dépendant 
 La formation du polymère est initiée par le transfert de sucres sur un accepteur encore méconnu et s’étend grâce à 

l’action successive de plusieurs glycosyl-transférases. Le produit final est transféré sur une molécule de 
diacylglycérophosphate. Le polymère est exporté par l’action d’un transporteur ABC (KpsM et KpsT). KpsS et KpsC 

sont essentielles à ce processus et KpsF et KpsU ont également leur rôle à jouer. Cependant, ces rôles demeurent 
largement méconnus. La translocation du polysaccharide au travers de la membrane externe requière les protéines 

KpsE et KpsD. D’après Whitfield, 2006 
 

II.3 La capsule polysaccharidique de Streptococcus pneumoniae 

 

 Le pneumocoque est une bactérie à Gram-positif pour laquelle plus de 90 sérotypes sont 

aujourd’hui connus. Chacun de ces sérotypes possède une capsule polysaccharide dont la 

composition chimique est différente. De plus, il semblerait que cette composition ait un rôle dans 

le degré de virulence des différentes souches de pneumocoque (Weinberger et al., 2009). En 

effet, la capsule polysaccharidique constitue l’un des facteurs de virulence majeur du fait de son 
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rôle protecteur contre différents systèmes de défense de l’hôte qui lui permet, entre-autre, 

d’échapper à la phagocytose. Malgré leur diversité structurale, tous les polysaccharides 

capsulaires retrouvés chez le pneumocoque sont produits via un système de synthèse et d’export 

Wzy-dépendant (à l’exception des sérotypes 3 et 37). Pour la suite de notre exposé, nous nous 

concentrerons sur le sérotype 2 de la bactérie S. pneumoniae avec lequel j’ai travaillé durant ma 

thèse. 

 

  II.3.i Composition chimique de la capsule polysaccharidique de type 2 

  

 Le polysaccharide composant la capsule du sérotype 2 du pneumocoque est un hétéro-

polysaccharide composé d’un enchaînement répétitif d’une sous unité oligosaccharidique 

ramifiée. Cette sous-unité est composée de 3 sucres différents : le L-Rhamnose, le D-Glucose et 

le D-acide glucuronique (Yother, 2011) (Fig. 17).  

 

 
 
Figure 17 : Formule linéaire de la sous-unité polysaccharidique de la capsule du sérotype 2 de S. pneumoniae 

 Rha : Rhamnose, Glc : Glucose et GlcUA : acide glucuronique 
 

  II.3.ii Organisation et régulation génétique 

 

 Chez S. pneumoniae, l’opéron comprenant les gènes codant pour la machinerie de 

synthèse et d’export du polysaccharide capsulaire se situe entre les gènes dexB et aliA (Bentley et 

al., 2006) (Fig. 18). Cet opéron est composé de dix-sept gènes. La région 5’ de ce locus contient 

quatre gènes dont la séquence est très conservée. Ces gènes codent pour CpsA, CpsB, CpsC et 

CpsD, quatre protéines importantes dans la régulation de la synthèse de la capsule. Les gènes 

présents en aval de ces quatre gènes sont considérés comme sérotype spécifique. Ces régions 

codent pour des enzymes responsables de la synthèse du polysaccharide telles que les glycosyl-

transférases, les polymérases, les flippases et les NDP-sucre synthétases. 

 



 
 

56 

 
 

Figure 18 : Schéma de l’opéron cps du sérotype 2 de S. pneumoniae 
 La flèche représente le transcrit prédit. Les gènes dexB et aliA encadrent cet opéron mais ne sont pas nécessaires à la 

synthèse de la capsule polysaccharidique. NDP-sugar : nucléotide diphospho-sucre. D’après Yother et al., 2011 
 

 L’expression de cet opéron est sous la dépendance d’un unique promoteur qui se situe en 

amont de cpsA et tous les gènes semblent être transcrits au même moment (Guidolin et al., 1994). 

On retrouve également un site de fixation du ribosome pour chaque gène. Il a été proposé que 

CpsA soit un régulateur transcriptionnel du fait de son homologie avec les protéines de la famille 

LytR (Guidolin et al., 1994) et de la diminution de la production du polysaccharide capsulaire 

lorsque cpsA est invalidé (Morona et al., 2000a). Cependant, une réduction significative de la 

transcription des gènes de l’opéron cps en absence de cpsA n’a jamais été démontrée. Une étude 

récente a de plus montré que CpsA pourrait avoir une fonction différente en participant à la 

fixation de la capsule à la paroi du pneumocoque (Eberhardt et al., 2012).  

 

II.3.iii Voie de biosynthèse de la capsule polysaccharidique de type 2 

 

 Comme dans les autres voies de synthèse Wzy-dépendantes, l’initiation de la synthèse de 

la capsule polysaccharidique se fait grâce au transfert réversible d’un UDP-glucose sur 

l’undécaprényl-phosphate (Und-P) (Fig. 19). La formation de l’UDP-glucose est catalysée par la 

glycosyl-transférase CpsE (WbaP chez E. coli, Tab. 1) (Bentley et al., 2006). Cette enzyme 

possède 5 passages transmembranaires et un large domaine cytoplasmique. Il a été montré que de 

nombreux résidus présents au sein de ce domaine sont essentiels à l’activité de la glycosyl-

transférase (James et al., 2013). On retrouve également un large domaine extracellulaire dont le 

rôle est aujourd’hui encore peu connu. Il a été suggéré que ce domaine puisse être important dans 

l’interaction entre cette protéine et les autres protéines du complexe de synthèse et d’export du 

polysaccharide capsulaire (Xayarath and Yother, 2007). Après l’initiation de la synthèse de la 
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sous-unité, d’autres sucres sont ajoutés par différentes glycosyl-transférases (CpsT, CpsF, CpsG 

et CpsI) (James et al., 2013). 

 

 
 

Figure 19 : Modèle de synthèse et d'export de la capsule polysaccharide du sérotype 2 de S. pneumoniae 
 L’UDP-GlcUA et le TDP-Rha sont synthétisés par les NTP-sucre synthétases Cps2K, Cps2L, Cps2M, Cps2N et 

Cps2O absentes de ce schéma. L’UDP-Glc vient quant à lui du pool cellulaire. La glycosyl-transférase Cps2E permet 
d’initier la formation de la sous-unité polysaccharidique via le transfert d’une molécule d’UDP-Glc sur le lipide 

porteur (Und-P). Les glycosyl-transférases Cps2T, Cps2F, Cps2G et Cps2I agissent successivement afin de former 
les sous-unités polysaccharidiques. La flippase Cps2J permet de faire passer le précurseur polysaccharidique au 

travers de la membrane plasmique. La polymérase Cps2H permet alors le transfert d’un polymère polysaccharidique 
en formation sur ce précurseur nouvellement synthétisé. Le polymère polysaccharidique reste alors, dans la majorité 

des cas, lié au peptidoglycane mais peut aussi être relargué. Rha : Rhamnose, Glc : Glucose et GlcUA : acide 
glucuronique, Und-P : undécaprényl-phosphate. D’après Yother, 2011 

 

 Le transfert du polysaccharide au travers de la membrane ainsi que la polymérisation de 

ce dernier pourraient être réalisés respectivement par les protéines CpsJ (protéine homologue à 

Wzx, Tab. 1) et CpsH (protéine homologue à Wzy, Tab. 1) (Fig. 19). Cependant, l’activité de 

ces deux protéines n’a jamais été démontrée. On sait néanmoins qu’elles sont essentielles à la 

survie du pneumocoque. En effet, la délétion des gènes codant pour ces protéines n’est réalisable 

qu’en présence de mutations suppressives au sein des boucles cytoplasmiques et extracellulaires 

de CpsE (Xayarath and Yother, 2007). Il a été proposé que cette létalité soit due soit à la 

séquestration de l’accepteur lipidique Und-P, également nécessaire à la synthèse du 

peptidoglycane, soit à la déstabilisation de la membrane du fait de l’accumulation de précurseurs 

polysaccharidiques.  
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E. coli  S. pneumoniae 

WbaP Glycosyl-transférase CpsE 

Wzx Flippase CpsJ 

Wzy Polymérase CpsH 

Wza Lipoprotéine  
Wzb Phosphatase CpsB 

Wzc BY-kinase CpsC/D 
 

Tableau 1 : Correspondance entre les protéines appartenant au complexe de synthèse et d’export du 
polysaccharide capsulaire d’E. coli et de S. pneumoniae 

 

 Chez les bactéries à Gram-positif produisant de la capsule polysaccharidique, la majorité 

des polymères formés reste attachée au peptidoglycane ou à des composants membranaires. Chez 

S. pneumoniae, la protéine permettant de lier le polymère polysaccharidique au peptidoglycane 

n’a pas encore été identifiée. Comme mentionné précédemment, il a récemment été proposé que 

CpsA permette la fixation de ce polymère à la paroi cellulaire du fait de son activité 

pyrophosphatase et de sa capacité à lier l’undécaprényl-pyrophosphate au niveau de sa boucle 

extracellulaire (Eberhardt et al., 2012). 

 

 Comme décrit précédemment pour les systèmes Wzy-dépendant (cf. § II.2.i), on retrouve 

une BY-kinase au sein du complexe de synthèse et d’export des polysaccharides capsulaires du 

pneumocoque. Cette BY-kinase est composée de deux protéines codées par deux gènes distincts. 

Une protéine transmembranaire possédant une grande boucle extracellulaire, CpsC, et une 

protéine cytoplasmique possédant l’activité tyrosine-kinase et les sites d’autophosphorylation, 

CpsD (Wzc chez E. coli, Tab. 1). A partir d’études réalisées chez S. aureus (Soulat et al., 2006), 

l’interaction entre ces deux protéines, via l’extrémité C-terminale de CpsC, pourrait être 

nécessaire et suffisante à l’activation de l’activité kinase de CpsD. Il a été montré que chacune de 

ces protéines était essentielle à une synthèse correcte de polysaccharides. En effet, lorsque l’on 

inactive les gènes codant pour ces deux protéines, la capsule est produite en plus faible quantité 

(Morona et al., 2000a) et le polymère est de taille réduite (Bender et al., 2003). Cependant, il 

semblerait que la capsule soit toujours correctement exportée et fixée au peptidoglycane (Bender 

et al., 2003). Ainsi, ni CpsC ni CpsD ne joueraient un rôle dans la fixation du polysaccharide 
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capsulaire à la paroi cellulaire bien qu’un rôle accessoire de CpsC ait été rapporté (Morona et al., 

2006). Dans ces mutants, il a également été observé que la synthèse de CPS était affectée au 

niveau de sa localisation (Henriques et al., 2011) (Fig. 20). En effet, en absence de CpsC et de 

CpsD, les CPS ne sont plus produits au site de division du pneumocoque. A partir de cette 

observation, il a été proposé que deux machineries de synthèse du CPS puissent exister chez le 

pneumocoque : une première responsable de la synthèse septale de CPS et qui serait dépendante 

de la présence de CpsC et de CpsD et une seconde responsable de la synthèse périphérique de 

CPS et qui ne serait pas dépendante de CpsC et CpsD (Henriques et al., 2011).  

 

 
 

Figure 20 : Modèle de régulation de la synthèse des CPS par CpsC et CpsD. 
CpsD (rouge) interagit avec CpsC (bleu) afin de recruter la machinerie de synthèse de CPS (violet) au site de 

division. A cet instant, le complexe est soumis à des cycles de phosphorylation/déphosphorylation du YC de CpsD. 
Deux hypothèses sont alors proposées : CpsC et CpsD sont des activateurs de la synthèse septale des CPS ou alors 
ces deux protéines agissent tel un transporteur de CPS interagissant avec la machinerie de synthèse afin d’exporter 

les CPS au travers de la membrane plasmique au site de division. Ces deux hypothèses envisagent que la machinerie 
de synthèse des CPS permet d’assurer, en absence de CpsC et de CpsD, une synthèse périphérique de CPS. D’après 

Henriques et al., 2011) 
 

La phosphatase associée à ce système, CpsB (équivalent de Wzb chez E. coli, Tab. 1), 

appartient à la famille des phosphoestérases PHP (« polymérase-histidinol phosphatase ») qui ne 

présente aucune homologie structurale avec les phosphatases retrouvées chez les bactéries à 

Gram-négatif (Morona et al., 2002). L’invalidation du gène codant pour cette phosphatase 

conduit à une hausse d’environ 40 % du niveau de phosphorylation de CpsD. De plus cette 

souche semble produire plus de polysaccharides capsulaires de taille inchangée (Bender et al., 

2003). Ainsi, en accord avec ce qui a été montré chez E. coli (Obadia et al., 2007), la 

déphosphorylation de CpsD, médiée par CpsB, est essentielle dans le contrôle de la quantité de 
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capsule produite. Néanmoins, une différence majeure est qu’elle ne semble pas être essentielle à 

la synthèse d’un polymère de haute masse moléculaire chez le pneumocoque.  

 
De nos jours, le lien entre la phosphorylation de CpsD et la synthèse de la capsule 

polysaccharidique demeure largement méconnu et il semblerait que la situation soit encore plus 

complexe que suspecté. En effet, il a récemment été montré que l’activité phosphatase de CpsB 

était accentuée en condition de haute concentration en oxygène. Par ailleurs, cette hausse 

d’activité conduirait à une diminution de la synthèse du polysaccharide capsulaire (Geno et al., 

2014).  

 

Déterminer le rôle de l’autophosphorylation de CpsD dans la biosynthèse et l’export de la 

capsule du pneumocoque a donc été un objectif majeur de mon travail de thèse. Au cours de 

celui-ci, j’ai mis en évidence un lien entre la production de capsule et le cycle cellulaire du 

pneumocoque. C’est pourquoi dans cette dernière partie, je présente les connaissances générales 

des mécanismes de division cellulaire chez le pneumocoque.   

  

III La division bactérienne 

 

 La division cellulaire est un processus fondamental qui permet la séparation d’une cellule 

en deux cellules filles identiques et possédant le même patrimoine génétique. Ce processus 

débute par la mise en place d’un complexe protéique, le divisome, au milieu de la bactérie. Ce 

complexe permet la constriction de la cellule pour donner naissance et assurer la séparation des 

deux cellules filles. En parallèle, le chromosome de la bactérie est dupliqué et les deux copies 

ainsi formées sont ségrégées de part et d’autre du septum en formation afin que chaque cellule 

fille ait la même information génétique. Enfin, des hydrolases permettent de remodeler la paroi 

septale afin de séparer définitivement les cellules filles. L’ensemble de ces processus doit être 

finement coordonné et nécessite la mise en place de différents mécanismes de régulation spatio-

temporelle. Les études sur des organismes modèles tels qu’E. coli et B. subtilis ont permis de 

formuler des modèles robustes de fonctionnement de la machinerie de division. Cependant, il est 

vite apparu que ces modèles ne pouvaient pas être transposés à toutes les espèces bactériennes. 

En effet, chez des bactéries telles que C. crescentus, dont la multiplication nécessite des stades de 

développement différenciés, les mécanismes et les protéines mis en jeu sont très différents de 
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ceux identifiés chez B. subtilis et E. coli (Margolin, 2006). De plus, on peut noter que toutes les 

protéines identifiées comme intervenant dans la division cellulaire chez ces deux bactéries 

modèles ne sont pas retrouvées chez toutes les espèces bactériennes (Tab. 2). Ainsi, chez le 

pneumocoque, on ne retrouve ni les protéines MinD/E/J qui contrôlent la mise en place du 

septum au centre de la bactérie, ni ParA qui intervient dans la ségrégation du chromosome, ni 

MreB qui est nécessaire à l’allongement de la cellule. De ce fait, on peut anticiper que les 

mécanismes moléculaires assurant la division du pneumocoque sont différents de ceux décrits 

chez B. subtilis et E. coli. 

 

III.1 Le fonctionnement du divisome 

 

 Le divisome est un complexe protéique composé d’une dizaine de protéines conservées. 

Ces protéines interviennent dans la constriction de la cellule mais également dans d’autres 

processus indispensables à la production de deux cellules filles identiques tels que la synthèse du 

peptidoglycane, qui assure l’élongation de la cellule et la synthèse de la paroi septale, la 

ségrégation des chromosomes nouvellement répliqués et la séparation finale des cellules filles par 

remodelage de la paroi septale par des hydrolases. Afin d’assurer le bon déroulement de la 

division cellulaire, les activités engendrées par ces protéines ont besoin d’être régulées et 

coordonnées. Dans la suite de mon exposé, je vais présenter les grandes lignes de l’état des 

connaissances concernant ces mécanismes. 
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Tableau 2 : Conservation des protéines intervenant dans la division cellulaire et la ségrégation des 
chromosomes chez différentes bactéries 

La présence ou l’absence des protéines a été déterminée par BLASTP en utilisant les séquences de B. subtilis et E. 
coli et ProteinorthoBLAST pour trouver les différents orthologues. Les pointillés représentent les plans de division 

possibles. Les couleurs rouges et bleues correspondent respectivement aux bactéries à Gram-négatif ou à Gram-
positif. Noc : exclusion du nucléoïde. Noc est un homologue de ParB. Les protéines sont identifiées comme Noc 

seulement s’il y a déjà une protéine identifiée comme ParB. D’après Pinho et al., 2013 
 

III.1.i La synthèse du peptidoglycane 

 

 Le peptidoglycane est une macromolécule hétéro-polymérique dont l’architecture de base 

est fortement conservée d’une bactérie à l’autre (Schleifer et Kandler, 1972). L’ossature de base 

de ce polymère est composée de chaînes polysaccharidiques dans lesquelles on retrouve un 

enchaînement linéaire d’unités disaccharidiques de N-acétyl-glucosamine (GluNAc) et d’acide 
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N-acétyl-muramique (MurNAc) reliées par une liaison osidique -1.4 (Fig. 21). Ces unités sont 

interconnectées par des chaînes peptidiques au niveau de la fonction carboxyle de l’acide D-

lactique du MurNAc. Enfin, ces oligopeptides sont interconnectés au niveau de l’acide aminé 

dibasique en position 3 d’un peptide et la D-alanine en position 4 du peptide voisin de façon 

directe ou indirecte. 

 

 
 

Figure 21 : Architecture de base du peptidoglycane de S. pneumoniae 
Les chaînes oligopeptidiques sont interconnectées soit directement soit via un dipeptide Ser-Ala. GluNAc : N-acétyl-

glucosamine, MurNAc : acide N-acétyl-muramique. D’après Barendt et al., 2011 
 

 La biosynthèse de ce composé débute dans le cytoplasme par l’addition des résidus 

composant la chaîne peptidique sur l’uridyl-diphosphate-N-acétyl-muramique (UDP-MurNAc) 

(Fig. 22). Cette réaction est catalysée par des protéines de la famille Mur et mène à la formation 

de l’UDP-MurNAc-pentapeptide. Chez le pneumocoque, par exemple, la chaîne pentapeptidique 

est composée d’une alternance de L- et D-aminoacides. On retrouve une L-alanine suivie d’une 

D-isoglutamine puis une L-lysine précédant deux D-alanines. Les liaisons interpeptidiques 

peuvent être directes, entre la L-lysine et la première D-Alanine, ou indirectes par l’intermédiaire 

de ponts dipeptidiques de type Ser-Ala. La première étape membranaire fait intervenir une 

translocase, MraY, et consiste au transfert du motif phospho-MurNac-pentapeptide sur 

l’undécaprénol-phosphate pour former un polymère appelé lipide 1. Une transférase, MurG, 

ajoute alors le GluNAc à ce lipide (Fig. 22). Le polymère ainsi formé est appelé lipide 2 et est 

transloqué au travers de la membrane cytoplasmique. Le mécanisme permettant cette 

translocation reste non élucidé mais il semblerait qu’il fasse intervenir des protéines de type 

flippase (Ehlert et Holtje, 1996 ; Ghuysen et Goffin, 1999). Chez le pneumocoque, deux 

protéines flippases, FtsW et RodA, ont été identifiées. De plus, une troisième, MurJ, pourrait 
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également avoir cette fonction (Sham et al., 2014). Une fois transloqué, le lipide 2 est alors 

intégré au peptidoglycane existant par l’intermédiaire de réactions de transglycosylation et de 

transpeptidation. Ces réactions sont catalysées par des enzymes appelées PBP pour « Penicillin 

Binding Protein ». 

 

 
 

Figure 22 : Synthèse du peptidoglycane 
MraY permet le transfert du composé de base du peptidoglycane sur l’undécaprénol-phosphate (C55-P) afin de 

former le lipide I. La transférase MurG ajoute alors un GluNAc sur ce lipide I donnant ainsi naissance au lipide II. 
Ce lipide traverse la membrane plasmique grâce à la flippase FtsW afin de rejoindre le périplasme dans lequel les 

réactions de polymérisation du peptidoglycane ont lieu grâce aux PBPs. Le lipide porteur est relâché sous sa forme 
pyrophosphate (C55-PP) et doit être déphosphorylé afin d’être recyclé. UDP : uridyl-diphosphate, UMP : uridyl-
monophosphate, GlcNAc : N-acétyl-glucosamine, MurNAc : N-acétyl-muramique. D’après Manat et al., 2014 

 

 Les gènes codant pour les flippases et les PBPs sont très fréquemment retrouvés au sein 

d’un même opéron. De plus, il a été observé que la délétion des gènes codant pour les flippases 

conduisait au même phénotype que celui obtenu lors de la délétion du gène codant pour la PBP 

associée (de Pedro et al., 2001 ; Thibessard et al., 2002). Sur la base des phénotypes observés 

chez E. coli, il a été proposé que deux systèmes de synthèse du peptidoglycane soient présents. 

Un système permettent la synthèse périphérique de peptidoglycane conduisant à l’élongation de 

la bactérie et faisant intervenir la flippase RodA et PBP2 (Thibessard et al., 2002). Un second 
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permet la synthèse septale de peptidoglycane et fait intervenir la flippase FtsW et PBP3 (Fraipont 

et al., 2011). Néanmoins, une étude récente réalisée au laboratoire propose que toutes ces 

protéines forment un seul et même complexe, régulé par une sérine/thréonine-kinase, afin 

d’assurer la synthèse du peptidoglycane nécessaire à l’élongation (synthèse périphérique) et à la 

division (synthèse septale) du pneumocoque (Fleurie et al., 2014a) (Fig. 23). 

 

 
 

Figure 23 : Modèle de la machinerie de synthèse du peptidoglycane chez S. pneumoniae 
Dans ce modèle, un large complexe d’assemblage du PG (Yin-Yang) contient chacune des machineries septale 

(rouge) et périphérique (orange). Les deux transpeptidases PBP2X et PBP2b (notées 2x et 2b) et les deux flippases 
FtsW et RodA (notées W et A) sont respectivement indiquées en vert et en bleu. La forme non-phosphorylée de 

DivIVA et des autres substrats de StkP est requise pour la synthèse périphérique de peptidoglycane et donc 
l’élongation de la cellule. GpsB n’intervient pas directement dans la synthèse de la paroi cellulaire mais est 

nécessaire à la localisation septale de StkP conduisant à la phosphorylation des substrats de StkP dont DivIVA et 
permettant la synthèse septale de PG. EzrA connecterait le complexe d’assemblage du PG via DivIVA et GpsB à 
l’anneau de FtsZ (gris). L’activité kinase de StkP est contrebalancée par la phosphatase PhpP modulant ainsi la 

fonction de diverses protéines (ovales en pointillé) dont DivIVA. La triade StkP/DivIVA/GpsB permettrait donc de 
synchroniser les synthèses périphériques et septales de PG. D’après Fleurie et al., 2014a 

 

  III.1.ii La constriction du septum 

 

 La protéine de division reconnue comme étant la première à se localiser au futur septum 

bactérien est la protéine de type tubuline hautement conservée chez les bactéries, FtsZ 

(« Filamentous Temperature-Sensitive Z »). Cette protéine joue un rôle central dans la 

progression et la régulation de la division bactérienne (Margolin, 2000). FtsZ est une GTPase 
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ayant la capacité de se polymériser pour former un anneau au site de division de la cellule (Li et 

al., 2007). Cet anneau est constitué de filaments d’oligomère de FtsZ pouvant adopter différents 

degrés de courbure selon que cette dernière est liée à une molécule de GTP ou à une molécule de 

GDP. En effet, il est proposé que lorsque FtsZ lie le GTP, elle forme des filaments droits ou 

faiblement courbés alors que lorsqu’elle fixe le GDP, les filaments formés sont fortement courbés 

(Lu et al., 2000 ; Mingorance et al., 2005). Ainsi, l’hypothèse que l’hydrolyse du GTP soit à 

l’origine de la force de constriction induisant la séparation des deux cellules filles a récemment 

été proposée (Erickson et al., 2010). Plusieurs études ont montré que le cycle de vie de l’anneau 

de FtsZ pouvait être divisé en deux étapes : l’assemblage au milieu de la cellule et le 

désassemblage de cet anneau. L’assemblage et le désassemblage de FtsZ peuvent se produire très 

rapidement (moins d’une minute) (Sun et Margolin, 1998 ; Rueda et al., 2003). Entre ces deux 

étapes, l’anneau de FtsZ persiste au milieu de la cellule pendant une grande partie du cycle 

cellulaire afin d’assurer la constriction cellulaire (Aarsman et al., 2005). Il a été montré que cet 

anneau formait une structure très dynamique (Anderson et al., 2004). De plus, l’essor des 

techniques de microscopie a permis d’observer que l’anneau de FtsZ serait discontinu et qu’il 

pourrait se comporter comme un ressort. Ainsi, la constriction du septum pourrait être le résultat 

d’une condensation de cet anneau (Strauss et al., 2012).  

 

La formation de l’anneau de FtsZ requiert la présence d’autres protéines, dites 

régulatrices, présentes au sein du divisome. Parmi celles-ci, on peut citer un premier régulateur 

majeur de FtsZ, FtsA. Cette protéine, également capable de recruter des protéines tardives de la 

division, forme un anneau se localisant au septum de la bactérie en même temps que FtsZ (Rueda 

et al., 2003 ; Lara et al., 2005, Beilharz et al., 2012). Une hélice amphipathique présente à son 

extrémité C-terminale permet son ancrage à la membrane et par conséquent celui de FtsZ par 

interaction directe avec son domaine N-terminal (Pichoff et Lutkenhaus, 2005). Chez B. subtilis, 

il a été montré que cette protéine interagissait avec FtsZ avant même la formation de l’anneau de 

FtsZ (Jensen et al., 2005). L’anneau de FtsZ serait alors un anneau hétérogène du complexe 

FtsA-FtsZ. Néanmoins, même si un mutant déficient pour l’expression de FtsA est fortement 

affecté dans sa capacité à former un anneau de FtsZ, ce dernier est toujours observé dans un 

faible nombre de cellules (Jensen et al., 2005). Cette observation illustre bien la complexité des 

mécanismes contribuant à la stabilisation de l’anneau de FtsZ et suggère que d’autres protéines 

seraient également impliquées. C’est notamment le cas de la protéine SepF, chez B. subtilis, dont 

la surexpression complémente la délétion de FtsA (Ishikawa et al., 2006).  
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 A l’inverse de FtsA, la localisation septale de SepF est dépendante de FtsZ (Hamoen et 

al., 2006). Elle forme un complexe stable avec FtsZ et est distribuée uniformément tout le long 

du protofilament de FtsZ (Singh et al., 2008). Cette protéine polymérise en de très larges anneaux 

et est aussi abondante que FtsZ. D’après ces observations, il a été suggéré que SepF aurait un rôle 

dans l’organisation structurale de l’anneau de FtsZ (Gundogdu et al., 2011). 

 

 Enfin, la formation de l’anneau de FtsZ est également régulée de façon négative par 

différentes protéines. C’est notamment le cas d’EzrA (« Extra Z Rings A ») qui est une protéine 

ancrée à la membrane. Elle est distribuée tout autour de la bactérie mais localise au site de 

division après la formation de l’anneau de FtsZ (Levin et al., 1999). EzrA interagit avec FtsZ et 

inhibe sa polymérisation (Haeusser et al., 2004). Il est intéressant de noter que si EzrA est 

capable de bloquer la polymérisation de l’anneau de FtsZ, elle ne déstabilise pas les polymères de 

FtsZ préassemblés et favorise même leur persistance. Cette observation explique pourquoi ces 

deux protéines sont capables d’être co-localisées après la formation de l’anneau de FtsZ. EzrA 

pourrait également avoir un rôle dans le recrutement de PBPs au site de division (Claessen et al., 

2008 ; Fleurie et al., 2014) (Fig. 23). Ainsi, cette protéine interviendrait dans le contrôle de 

l’élongation et de la division bactérienne. Chez S. pneumoniae, EzrA maintiendrait une 

dynamique d’assemblage de FtsZ au septum et coordonnerait la croissance et la division 

bactérienne (Fleurie et al., 2014a).  

 

III.1.iii La séparation des cellules filles 

 

 Lors des étapes tardives de la division cellulaire, il est nécessaire de cliver le 

peptidoglycane formé pour séparer les deux cellules filles. Ce clivage est réalisé par des 

hydrolases spécifiques des liaisons du peptidoglycane. Chez les bactéries à Gram-négatif, le 

clivage du peptidoglycane a lieu en parallèle de sa synthèse alors que chez les bactéries à Gram-

positif le clivage a lieu après la formation du septum. Chez le pneumocoque, onze hydrolases 

potentielles ont été identifiées. Il a été observé que la délétion individuelle de cinq d’entre elles 

conduisait à des défauts de division et de morphologie (DacA, DacB, Pmp23 et PcsB) et/ou à la 

formation de longues chaînes (LytB et PcsB) (Barendt et al., 2011). Ces protéines ont donc un 

rôle dans la synthèse et/ou le clivage du peptidoglycane septal. Il a récemment été montré que 
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l’une de ces hydrolases, PcsB, interagissait avec le complexe FtsEX (Sham et al., 2011). Ce 

complexe est connu pour déclencher la sporulation de B. subtilis via une cascade de 

phosphorylation (Garti-Levi et al., 2008). Le pneumocoque n’étant pas capable de sporuler, la 

fonction de ce complexe doit être différente chez cette bactérie. La déplétion de FtsX conduit au 

même phénotype que celui obtenu lors de la délétion de PcsB (Barendt et al., 2009 ; Sham et al., 

2011). De plus, FtsX est nécessaire à la localisation septale de PcsB. Ces observations suggèrent 

que l’interaction entre ces deux protéines permettrait de coupler le remodelage du peptidoglycane 

à la séparation des deux cellules (Sham et al., 2011). Il a également été proposé que le complexe 

FtsEX-PcsB soit à l’origine d’un signal permettant l’activation de LytA, l’autolysine majeure du 

pneumocoque, lorsque les bactéries entrent en phase stationnaire (Sham et al., 2013). 

 
Parmi les protéines intervenant dans la séparation des deux cellules filles, on peut 

également citer FtsK. Cette protéine intervient dans les étapes finales de la ségrégation des 

chromosomes (Liu et al., 1998). En effet, cette protéine serait nécessaire au déplacement de 

l’ADN dans les cellules filles avant la fermeture du septum et la résolution des régions « ter » 

grâce à son activité ATPase (Stouf et al., 2013 ; Aussel et al., 2002). Il a également été montré 

que FtsK est requis pour la résolution des dimères de chromosomes formés lors de la 

recombinaison homologue entre les deux chromosomes fils (Le Bourgeois et al., 2007). 

 

 III.2 Le positionnement du divisome 

 

Pour conduire à l’obtention de deux cellules filles de taille identique, le positionnement 

du divisome au centre de la cellule est finement régulé par deux mécanismes majeurs, le système 

Min pour « Mini cells » (Barak et al., 2007 ; Harry et al., 2006) et le système Noc pour 

« Nucleoid OCclusion » (exclusion du nucléoïde) (Wu et Errington, 2004 ; 2011). De manière 

surprenante et remarquable, ces systèmes sont absents chez le pneumocoque. Ainsi, le 

positionnement du divisome chez le pneumocoque mettrait en œuvre un mécanisme 

complètement original propre aux Streptococci (Fleurie et al., 2014b).  
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  III.2.i Le système Min 

 

 Le système Min empêche la formation de septum au niveau des pôles de la bactérie et 

plus généralement ailleurs qu’au centre de la cellule (Lutkenhaus, 2007). Ce système est 

principalement constitué de trois protéines : MinC, MinD et MinE. MinC est une protéine 

antagoniste de l’assemblage de l’anneau de FtsZ (Hu et Lutkenhaus, 2000). Elle est activée et 

positionnée dans la cellule par le biais de son interaction avec une ATPase, MinD. Les 

mécanismes mis en place pour la localisation de MinD et le fonctionnement de ce système 

demeurent très discutés et semblent être différents d’une bactérie à l’autre. 

 

Chez E. coli, ce système répond à un mécanisme de type oscillatoire (Fig. 24A). En effet, 

la forme dimérique de MinD, liée à l’ATP, interagit avec la membrane (Lackner et al., 2003) 

tandis que sa forme monomérique, liée à l’ADP, diffuse librement dans le cytoplasme. Lorsqu’il 

est sous sa forme dimérique, MinD est capable de recruter MinC et d’inhiber la polymérisation de 

FtsZ. La fonction de MinE serait d’empêcher cette inhibition au centre de la bactérie. En effet, 

MinE existe également sous deux formes, l’une diffusant dans le cytoplasme et l’autre 

interagissant avec MinD et la membrane (Park et al., 2011). Ainsi, MinE se lierait à MinD au 

niveau de la membrane, stimulerait l’activité ATPase de ce dernier qui deviendrait cytoplasmique 

et se déplacerait vers le pôle opposé. MinE reste alors associé à la membrane sous sa forme active 

et pourrait « sauter » sur un autre MinD lié à la membrane selon le modèle de « Tarzan » 

(Howard et Kruse, 2005).  

 

Chez B. subtilis, les mécanismes mis en place semblent être bien différents (Fig. 24B). En 

effet, la protéine MinE est absente et il semblerait que cette bactérie utilise la protéine DivIVA 

qui reconnaîtrait la courbure formée par le septum naissant afin de localiser MinD 

(Eswaramoorthy et al., 2011). En effet, en absence de DivIVA, le système Min se délocalise et 

bloque la division sur toute la longueur de la bactérie entraînant ainsi la formation de cellules 

filamenteuses. Il a également été observé que DivIVA forme un anneau de chaque côté du 

septum en formation et recrute la protéine MinJ responsable du recrutement en cascade de MinD 

puis MinC. Cette dernière bloque la polymérisation de l’anneau de FtsZ (Patrick et Kearns, 

2008 ; Bramkamp et al., 2008). Dans ce cas, le système Min empêche la formation d’un nouvel 

anneau de FtsZ immédiatement à côté de celui en cours de constriction (Gregory et al., 2008) 

(Fig. 24B). On peut également noter que, chez B. subtilis, la fixation de MinD à la membrane 
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n’est pas dépendante de sa fixation à l’ATP (Marston et Errington, 1999). Ainsi, le rôle de cette 

fixation ne serait pas de permettre l’interaction de MinD avec la membrane mais de réguler son 

interaction avec ses différents partenaires. De plus, cette fixation de l’ATP permet aussi le 

recrutement de MinC. Cependant, les mécanismes régulant l’activité ATPase de MinD demeurent 

largement méconnus de nos jours.  

 

          
 

Figure 24 : Régulation spatiale de l’assemblage de l’anneau FtsZ par les différents antagonistes de FtsZ chez 
E. coli (A) et B. subtilis (B)  

(A) L’exclusion du nucléoïde est réalisée par SlmA chez E. coli (Noc chez B. subtilis) et empêche la formation de 
l’anneau de FtsZ en présence d’ADN. Le système Min empêche la formation de cet anneau à proximité des pôles. 
MinC est activée par son recrutement à la membrane par MinD et oscille entre les pôles cellulaires sous le contrôle 

de MinD et de MinE. (B) Chez B. subtilis, MinC et MinD sont recrutés au niveau du septum en formation par 
l’intermédiaire de MinJ et DivIVA. D’après Lutkenhaus et al., 2012 

 

  III.2.ii Le système Noc 

  

 Le système Noc permet de protéger l’ADN lors de la fermeture septale. En effet, si la 

division se termine avant que les chromosomes soient correctement ségrégés, un effet 

« guillotine » aurait lieu et les deux cellules filles n’hériteraient pas de l’intégralité du 

chromosome. Ainsi, ce système empêche la constriction de l’anneau de FtsZ au niveau des 

régions riches en ADN (Mulder et Woldringh, 1989). Le mécanisme moléculaire de ce système 

est longtemps resté obscur jusqu’à l’identification de deux protéines différentes mais ayant un 

rôle d’exclusion du nucléoïde : Noc chez B. subtilis (Wu et Errington, 2004) et SlmA chez E. coli 

A B 
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(Bernhardt et de Boer, 2005). Ces protéines se lient à des séquences d’ADN spécifiques 

retrouvées tout le long du chromosome sauf au niveau de la région ter (Wu et al., 2009, Cho et 

al., 2011, Tonthat et al., 2011). Avant que la réplication de l’ADN ne soit initiée, la région 

médiale de la bactérie est occupée par la région du chromosome contenant l’origine de réplication 

(oriC) protégée par les protéines du système Noc. Ainsi, la protéine FtsZ est incapable de 

polymériser à cet endroit. Une fois que la réplication a débuté, les zones proches de l’oriC et les 

protéines associées migrent en direction des pôles. Lorsque le chromosome protégé par les 

protéines du système Noc est complètement ségrégé, une zone sans protection apparaît au centre 

de la bactérie permettant la formation de l’anneau de FtsZ (Lutkenhaus, 2007) (Fig. 24B). Ainsi, 

ce système n’a pas seulement un rôle dans le contrôle du positionnement de FtsZ au centre de la 

cellule mais également dans la coordination de la division cellulaire et de la ségrégation des 

chromosomes.  

 

  III.2.iii Autres systèmes 

 

Plusieurs espèces, dont C. crescentus, M. xanthus et S. pneumoniae, sont dépourvues 

d’homologues des protéines Min, SlmA ou Noc. Ainsi, ces organismes ont développé différents 

systèmes conduisant au positionnement correct de l’anneau de FtsZ. Chez C. crescentus, la 

polymérisation de FtsZ est dépendante de la protéine MipZ (Thanbichler et Shapiro, 2006). La 

dimérisation de cette protéine lui permet d’interagir avec l’ADN sur des séquences non 

spécifiques et est promue par ParB, une protéine impliquée dans la ségrégation du chromosome. 

Dans cet organisme, ParB est ancrée au pôle par le biais de son interaction avec la protéine PopZ 

et se lie à des séquences chromosomiques proches de l’oriC. Ainsi, ParB promeut la dimérisation 

de MipZ à proximité de l’oriC. Ce processus créé un gradient de MipZ dans lequel la plus grande 

concentration est au niveau des pôles de la bactérie et la plus faible se trouve au milieu de la 

cellule. Cette plus faible concentration offre donc une zone favorable à la formation de l’anneau 

de FtsZ (Kiekebusch et al., 2012 ; Lutkenhaus et al., 2012). Chez M. xanthus et S. pneumoniae, 

les mécanismes mis en place semblent différents. En effet, ces organismes possèdent une protéine 

permettant le recrutement direct de FtsZ au site de division. Ces protéines sont respectivement 

PomZ (Treuner-Lange et al., 2013) et MapZ (Fleurie et al., 2014b). Ces observations montrent 

qu’il existe différents mécanismes permettant le positionnement du divisome au centre de la 
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bactérie. Il peut être supposé que ces mécanismes permettent de satisfaire différentes nécessités 

liées aux modes de vie, à la morphologie ou encore aux stades de développement des bactéries.  

 

III.3 La ségrégation du chromosome 

 

 De nombreuses études récentes réalisées chez différentes bactéries ont montré que la 

ségrégation du chromosome était un processus composé d’étapes multiples initiées par la 

ségrégation des origines de réplications de l’ADN chromosomique immédiatement après leur 

duplication (Shebelut et al., 2010 ; Wang et al., 2013). Il est aujourd’hui reconnu que le système 

ParABS pourrait contrôler ce transport actif de l’origine de réplication de l’ADN 

chromosomique.  

 

 Le système ParABS a tout d’abord été identifié pour son rôle dans la ségrégation et 

l’héritage de l’information génétique d’origine plasmidique (Austin et Abeles, 1983). Il est 

caractérisé par la présence d’une séquence d’ADN, parS, une protéine fixant l’ADN, ParB et une 

protéine dérivant des ATPases de type Walker A, ParA (Ebersbach et Gerdes, 2005). ParB 

reconnaît de façon spécifique les séquences parS qui sont retrouvées à proximité de l’origine de 

réplication de plusieurs chromosomes bactériens (Livny et al., 2007) (Fig. 25). Une fois liée à 

parS, il a été proposé que ParB puisse se répandre sur les séquences flanquantes afin de former le 

complexe de ségrégation ParB/parS (Murray et al., 2006 ; Breier et Grossman, 2007). De son 

côté, ParA se dimérise après avoir fixé l’ATP. Cette dimérisation lui permet d’interagir de 

manière aspécifique avec l’ADN (Leonard et al., 2005 ; Hester et Lutkenhaus, 2007). ParA, 

seule, possède une faible activité ATPasique qui est stimulée par l’interaction entre le dimère de 

ParA sur l’ADN et ParB (Easter et Gober, 2002 ; Leonard et al., 2005 ; Scholefield et al., 2011). 

Malgré la conservation de ces différentes propriétés biochimiques, le rôle cellulaire du système 

ParABS reste partiellement incompris et semble être spécifique à chaque espèce bactérienne. 

 

Un modèle du rôle de ParA et ParB a, par exemple, été proposé chez C. crescentus, pour 

qui ParA et ParB sont essentielles à sa viabilité (Mohl et Gober, 1997). Le complexe de 

ségrégation ParB/parS se situe au vieux pôle cellulaire à proximité de l’origine de réplication 

alors que la région ter de la réplication chromosomique se situe à l’opposé, au nouveau pôle 

(Jensen et Shapiro, 1999) (Fig. 25). Il a été montré qu’avant la réplication de l’ADN, ParA se 
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localise sous la forme de nuages s’étendant du nouveau pôle au milieu de la cellule. La 

réplication des origines de réplication conduit à la formation de deux complexes ParB/parS 

séparés. Le complexe le plus proche du vieux pôle reste en place alors que le second migre 

jusqu’au nouveau pôle en utilisant le lien formé par les nuages de ParA. Ces nuages disparaîssent 

au fur et à mesure de la migration du complexe comme si le retrait de ParA permettait de tirer le 

complexe ParB/parS d’un pôle à l’autre (Ptacin et al., 2010 ; Schofield et al., 2010 ; Shebelut et 

al., 2010). Ces observations renforcent l’idée du modèle dit « en fuseau » dans lequel ParA 

polymériserait en un fin filament après avoir fixé l’ATP. La dépolymérisation de ce filament, due 

à la stimulation de l’activité ATPasique de ParA médiée par ParB, permettrait donc de tirer le 

complexe ParB/parS et l’origine de réplication associée.  

 

 
 

Figure 25 : Schéma de la ségrégation du chromosome chez C. crescentus 
ParB se lie aux séquences parS localisées à proximité de l’origine de réplication (oriC). Peu de temps après 

l’initiation de la réplication, ParB se lie aux sites parS nouvellement dupliqués et interagit avec le filament formé par 
les dimères de ParA. La dépolymérisation de ce filament conduit alors à la ségrégation du chromosome nouvellement 

synthétisé. D’après Lindas et Bernander, 2013. 
 

Autre exemple intéressant chez B. subtilis dans lequel les orthologues de ParA et ParB, 

respectivement Soj et SpoOJ, interviennent dans la régulation de la réplication de l’ADN dans les 

cellules végétatives (Murray et Errington, 2008) alors qu’elles interviennent dans le 

partitionnement du chromosome lors de la sporulation (Ireton et al., 1994 ; Sharpe et Errington, 

1996 ; Wu et Errington, 2003 ; Lee et Grossman, 2006). De la même manière que ParB et ParA, 

SpoOJ interagit avec les séquences parS à proximité de l’origine de réplication du chromosome 

(Lin et al., 1997 ; Lin et Grossman, 1998 ; Murray et al., 2006) et Soj forme des dimères ATP-

dépendants capable de fixer l’ADN in vitro (Scholefield et al., 2011). 

 

Une étude récente, combinant ces résultats d’expériences biochimiques et de biologie 

cellulaire à des modèles mathématiques, propose un mécanisme complémentaire de régulation 
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dans lequel la dynamique chromosomique et la capacité à hydrolyser l’ATP sont essentielles à la 

translocation ParA-dépendante du complexe ParB/parS (Lim et al., 2014). En effet, les auteurs 

proposent un modèle basé sur l’élasticité intrinsèque du chromosome. Ce modèle suggère que le 

dimère de ParA liant l’ATP a pour rôle de connecter le complexe de ségrégation ParB/parS à la 

dynamique intrinsèque de l’ADN. En effet, ce serait l’élasticité du chromosome qui permettrait le 

déplacement du complexe ParB/parS en direction de l’endroit où la concentration en ParA liée à 

l’ADN est la plus élevée. (Lim et al., 2014). 

 

En plus de leur rôle dans la ségrégation des chromosomes, des protéines homologues à 

ParA sont impliquées dans le positionnement d’autres composants cellulaires tels que des micro-

compartiments métaboliques ou des clusters du chimiotactisme (Savage et al., 2010 ; Ringaard et 

al., 2011 ; Roberts et al., 2012). Ces observations mettent en lumière la versatilité du système 

ParABS. 

 

III.4 Autres protéines importantes 

 

 Parmi les protéines importantes de la division des bactéries à Gram-positif, certaines ont 

été particulièrement étudiées. On retrouve notamment la protéine DivIVA. Cette protéine est 

capable de se fixer à la membrane plasmique via son domaine N-terminal. Elle est capable 

d’interagir avec elle-même ainsi qu’avec de nombreuses protéines de la division (Fadda et al., 

2003). DivIVA se localise aux pôles et au septum de la bactérie. Des fonctions diverses ont été 

proposées pour cette protéine. Ainsi, chez B. subtilis, elle serait impliquée dans le positionnement 

de l’anneau de FtsZ (cf. § III.2.i) (Barak et al., 2007). Elle serait aussi impliquée dans la 

ségrégation des chromosomes pendant la sporulation de cette bactérie en retenant, aux pôles 

cellulaires, l’origine de réplication du chromosome et les protéines impliquées dans la sporulation 

telles que RacA, SpoOJ et Soj (Wu et Errington, 2003 ; Ben-Yehuda et al., 2003). Chez Listeria 

monocytogenes, il a été démontré que cette protéine pouvait intervenir dans la formation de 

biofilm et la virulence (Halbedel et al., 2012) alors qu’elle serait essentielle à la croissance 

polaire, la morphogénèse et la ségrégation des chromosomes chez les actinobactéries (Letek et 

al., 2008 ; Ginda et al., 2013). Chez le pneumocoque, son inactivation entraîne la formation de 

chaînes de cellules arrondies, parfois anucléées et possédant des septa incomplets (Fadda et al., 

2003). Il a été proposé que DivIVA soit emmenée au septum après FtsZ et qu’elle permette le 
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recrutement des protéines tardives du divisome comme les hydrolases du peptidoglycane (PcsB et 

LytB) et les enzymes de synthèse du peptidoglycane nécessaires à la formation et à la fermeture 

du septum (Fadda et al., 2007 ; Vicente et Garcia-Ovalle, 2007). Des travaux réalisés au sein de 

notre équipe ont récemment montré que, chez le pneumocoque, DivIVA était phosphorylée in 

vivo par la sérine/thréonine-kinase StkP (Fleurie et al., 2012). Ces travaux ont permis de montrer 

qu’en absence de phosphorylation de DivIVA les cellules s’allongent et présentent des 

excroissances polaires dans un certain nombre de cas. Ces observations permettent de proposer 

que la phosphorylation de DivIVA contribuerait à favoriser la production de peptidoglycane 

nécessaire à la septation aux dépens d’une synthèse de peptidoglycane responsable de 

l’élongation des cellules qui, elle, est favorisée par la forme non phosphorylée de DivIVA. Ce 

mécanisme permettrait donc d’assurer et de maintenir la forme de la bactérie. 

 

Chez les bactéries à Gram-positif, on retrouve également une protéine paralogue de 

DivIVA, GpsB (« guiding PBP1 shuttling »). Le domaine N-terminal de GpsB présente une forte 

similarité de séquence avec DivIVA (Tavares et al., 2008) et est indispensable à la localisation 

septale de cette protéine. Tout comme DivIVA, le recrutement septal de cette protéine se fait bien 

après la formation de l’anneau de FtsZ (Tavares et al., 2008). Il a également été observé que chez 

B. subtilis, GpsB est requise pour la division des cellules dans lesquelles FtsA est absente. Ainsi, 

il semblerait que ces deux protéines aient un rôle commun bien que GpsB ne soit pas capable 

d’agir comme un régulateur positif de la polymérisation de FtsZ (Tavares et al., 2008). Dans une 

autre étude, il a été observé que l’absence cumulée de GpsB et de EzrA conduisait à une 

excroissance polaire des bactéries ainsi qu’à une délocalisation de la synthèse du peptidoglycane 

(Claessen et al., 2008). En effet, la synthèse septale de peptidoglycane est affectée dans ces 

souches. Cette observation suggère que GpsB et EzrA participent au recrutement et/ou à 

l’activation de protéines impliquées dans cette synthèse septale. Par double-hybride bactérien, il a 

été montré que GpsB était également capable d’interagir avec PBP1, une PBP ayant la 

particularité d’être à la fois présente au site de synthèse du peptidoglycane septal et périphérique. 

De plus, la localisation de cette PBP est également perturbée en absence de GpsB et d’EzrA. Au 

vu de ces résultats, un modèle dans lequel EzrA et GpsB interviendraient dans la localisation au 

site de division ou d’élongation de protéines de réticulation du peptidoglycane (PBP1) a été 

proposé (Claessen et al., 2008) (Fig. 26).  
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Figure 26 : Rôle de EzrA et de GpsB dans la localisation de PBP1 aux sites de synthèse septale au 
périphérique de peptidoglycane chez B. subtilis 

GpsB, présente à la fois dans la machinerie de synthèse septale (division) et latérale (élongation), permettrait à PBP1 
de se localiser soit au site de division soit au site d’élongation. D’après Claessen et al., 2008 

 

Chez S. pneumoniae, il a récemment été montré que GpsB était indispensable à la 

localisation de StkP et, par conséquent, à la phosphorylation des substrats de StkP parmi lesquels 

on retrouve DivIVA. Ainsi, il a été proposé que GpsB agirait comme un régulateur négatif de 

DivIVA et favoriserait la synthèse septale de peptidoglycane (Fleurie et al., 2014a) (Fig. 23). 
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I Matériels et méthodes 

 I.1 Cultures bactériennes 

I.1.i Souches bactériennes et conditions de culture 

 

 Les souches bactériennes utilisées sont présentées dans le tableau 3.  

Souches Génotypes Phénotypes Origines 

Escherichia coli 

XL1-Blue 
supE44 ; hsdR17 ; recA1 ; endA1 ; gyrA46 ; 
thi ; relA1 ; lac- ; [proAB+ lacIq lacZ M15 

Tn10 (tetR)] 
TetR Bullock et al., 1987 

AD494 (DE3) 
ara-leu7697 ; lacX74 ; phoAPvuII phoR ; 

malF3 ; F’[lac+(lacIq) pro] ; trxB::kan 
(DE3) 

KanR Novagen® 

EC1000        
pHK096-rfp-stkP 

F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 

araD139 Δ(ara, leu) 7697 galU galK λ- rpsL 
(StrR) nupG ; pHK096-rfp-stkP 

StrR/AmpR MGG, Université de 
Groningen 

XL1-Blue  
pCM83-sfgfp 

supE44 ; hsdR17 ; recA1 ; endA1 ; gyrA46 ; 
thi ; relA1 ; lac- ; [proAB+ lacIq lacZ M15 

Tn10 (tetR)] ; pCM83-sfgfp 
TetR/AmpR IBS, UMR 5075, 

Grenoble 

XL1-Blue 
pGBDU-C1-cpsD 

supE44 ; hsdR17 ; recA1 ; endA1 ; gyrA46 ; 
thi ; relA1 ; lac- ; [proAB+ lacIq lacZ M15 

Tn10 (tetR)] ; pGBDU-C1-cpsD 
TetR/AmpR Cette étude 

XL1-Blue 
pGAD-C1-cpsC 

supE44 ; hsdR17 ; recA1 ; endA1 ; gyrA46 ; 
thi ; relA1 ; lac- ; [proAB+ lacIq lacZ M15 

Tn10 (tetR)] ; pGBDU-C1-cpsC 
TetR/AmpR Cette étude 

XL1-Blue 
pGAD-C1-
cpsC Cter 

supE44 ; hsdR17 ; recA1 ; endA1 ; gyrA46 ; 
thi ; relA1 ; lac- ; [proAB+ lacIq lacZ M15 
Tn10 (tetR)] ; pGBDU-C1-cps cpsC Cter 

TetR/AmpR Cette étude 

XL1-Blue pT7.7 
cpsD-gfp 

supE44 ; hsdR17 ; recA1 ; endA1 ; gyrA46 ; 
thi ; relA1 ; lac- ; [proAB+ lacIq lacZ M15 

Tn10 (tetR)] ; pT7.7 cpsD-gfp
TetR/AmpR Cette étude 

AD494 (DE3) 
pQE30-cpsD TIGR4 

ara-leu7697 ; lacX74 ; phoAPvuII phoR ; 
malF3 ; F’[lac+(lacIq) pro] ; trxB::kan 

(DE3) ; pQE30-cpsD TIGR4 
KanR/ AmpR Cette étude 

AD494 (DE3) 
pQE30-cpsCcyto-cpsD 

TIGR4 

ara-leu7697 ; lacX74 ; phoAPvuII phoR ; 
malF3 ; F’[lac+(lacIq) pro] ; trxB::kan 
(DE3) ; pQE30-cpsCcyto-cpsD TIGR4 

KanR/ AmpR Cette étude 

AD494 (DE3) 
pQE30-cpsCcyto-
cpsD4YF TIGR4 

ara-leu7697 ; lacX74 ; phoAPvuII phoR ; 
malF3 ; F’[lac+(lacIq) pro] ; trxB::kan 

(DE3) ; pQE30-cpsCcyto-cpsD4YF TIGR4 
KanR/ AmpR Cette étude 

AD494 (DE3) 
pQE30-cpsCcyto-
cpsD4YE TIGR4 

ara-leu7697 ; lacX74 ; phoAPvuII phoR ; 
malF3 ; F’[lac+(lacIq) pro] ; trxB::kan 

(DE3) ; pQE30-cpsCcyto-cpsD4YE TIGR4 
KanR/ AmpR Cette étude 

AD494 (DE3) 
pT7.7 parB 

ara-leu7697 ; lacX74 ; phoAPvuII phoR ; 
malF3 ; F’[lac+(lacIq) pro] ; trxB::kan 

(DE3) ; pT7.7-parB 
KanR/ AmpR Cette étude 
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Streptococcus pneumoniae 
D39 wt - LMGM, UMR 5100, 

Toulouse R1226 rpsL::rpsL1 ; ∆cibABC::kan-rpsL KanR/StrS 

R800 ftsZ-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; ftsZ-kan-rpsL StrR 
Fleurie et al., 2014a 

R800 ftsZ-gfp rpsL::rpsL1 ; ftsZ-gfp KanR/StrS 

D39 rpsL1 rpsL::rpsL1 StrR Cette étude 
D39  

cpsD::kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsD::kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsD rpsL::rpsL1 ; cpsD StrR Cette étude 

D39 cpsD3YE rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE StrR Cette étude 

D39 cpsD3YF rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF StrR Cette étude 

D39 cpsD-rfp rpsL::rpsL1 ; cpsD-rfp StrR Cette étude 

D39 cpsD3YE-rfp rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE-rfp StrR Cette étude 

D39 cpsD3YF-rfp rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF-rfp StrR Cette étude 

D39 cpsD-gfp rpsL::rpsL1 ; cpsD-gfp StrR Cette étude 

D39 cpsD-6His rpsL::rpsL1 ; cpsD-6His StrR Cette étude 

D39 cpsD3YE-6His rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE-6His StrR Cette étude 

D39 cpsD3YF-6His rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF-6His StrR Cette étude 
D39  

cpsC::kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsC::kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsC Cter rpsL::rpsL1 ; cpsC Cter StrR Cette étude 
D39  

cpsC::kan-rpsL 
cpsD-gfp 

rpsL::rpsL1 ; cpsC::kan-rpsL ; cpsD-gfp KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsC Cter rpsL::rpsL1 ; cpsC Cter ; cpsD-gfp StrR Cette étude 

D39 parB-gfp-spc parB-gfp-spc SpcR Cette étude 
D39 cpsD 

  parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 

D39 cpsD3YE 
  parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 

D39 cpsD3YF 
parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 

D39 cpsD-6His  
parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD-6His ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 

D39 cpsD3YE-6His  
parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE-6His ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 

D39 cpsD3YF-6His  
parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF-6His ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 

D39  
ftsZ-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; ftsZ-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39  
ftsZ-gfp rpsL::rpsL1 ; ftsZ-gfp StrR Cette étude 

D39 cpsD3YE  
 ftsZ-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE ; ftsZ-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsD3YE   
ftsZ-gfp rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE ; ftsZ-gfp StrR Cette étude 
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Tableau 3 : Caractéristiques des souches bactériennes utilisées 

 

Les souches d’E. coli sont cultivées en milieu liquide de Luria-Bertani (LB) à 37 °C sous 

agitation en présence des antibiotiques appropriés. La croissance de cette souche est suivie par 

mesure de son absorbance à 600 nm (Abs600). Les antibiotiques sont utilisés aux concentrations 

finales suivantes : 100 μg/mL pour l’ampicilline, 15 μg/mL pour la tétracycline et 25 μg/mL pour 

la kanamycine. 

 

Les souches de S. pneumoniae utilisées sont des dérivés de la souche D39 de sérotype 2. 

Ces souches sont cultivées en milieu complet de Todd-Hewitt additionné d’extraits de levure 

(THY) à 37 °C. Leur croissance est suivie par mesure de leur absorbance à 550 nm (Abs550). Les 

antibiotiques sont utilisés aux concentrations finales suivantes : 250 μg/mL pour la kanamycine, 

200 μg/mL pour la streptomycine et 100 μg/mL pour la spectinomycine. 

 

 

 

D39 cpsD3YF   
ftsZ-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF ; ftsZ-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsD3YF   
ftsZ-gfp rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF ; ftsZ-gfp StrR Cette étude 

D39  
cpsH-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsH-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39  
cpsH-sfgfp rpsL::rpsL1 ; cpsH-sfgfp StrR Cette étude 

D39 cpsD   
cpsH-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsD ; cpsH-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsD   
cpsH-sfgfp rpsL::rpsL1 ; cpsD ; cpsH-sfgfp StrR Cette étude 

D39 cpsC Cter 
cpsH-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsC Cter ; cpsH-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsC Cter 
cpsH-sfgfp rpsL::rpsL1 ; cpsC Cter ; cpsH-sfgfp StrR Cette étude 

D39 cpsD3YE    
cpsH-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE ; cpsH-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsD3YE    
cpsH-sfgfp rpsL::rpsL1 ; cpsD3YE ; cpsH-sfgfp StrR Cette étude 

D39 cpsD3YF    
cpsH-kan-rpsL rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF ; cpsH-kan-rpsL KanR/StrS Cette étude 

D39 cpsD3YF    
cpsH-sfgfp rpsL::rpsL1 ; cpsD3YF ; cpsH-sfgfp StrR Cette étude 

D39 cpsD-rfp     
parB-gfp-spc rpsL::rpsL1 ; cpsD-rfp ; parB-gfp-spc StrR/SpcR Cette étude 
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  I.1.ii Courbes de croissance du pneumocoque 

 

 Une culture de 15 mL des souches d’intérêts de pneumocoque est effectuée à 37 °C 

jusqu’à une Abs550 comprise entre 0,1 et 0,3. 4 mL de THY sont déposés dans des cuves de 

spectrophotomètre de 4,5 mL et ensemencés à une Abs550 de 0.001. L’absorbance de ces cultures 

est alors mesurée toutes les 10 min pendant 12 h à l’aide d’un spectrophotomètre Jasco V630 

Bio® tempéré à 37 °C. 

 

I.2 Techniques de biologie moléculaire 

  I.2.i Purification de plasmides 

 

Les préparations d’ADN plasmidique sont réalisées à l’aide du kit « nucleospin plasmid®» 

distribué par la société Macherey-Nagel®. L’ADN plasmidique est élué dans du tampon Tris-HCl 

5 mM à pH 8,5 et conservé à -20 °C jusqu’à son utilisation. 

 

  I.2.ii Amplification d’un fragment d’ADN 

 

Le mélange réactionnel suivant est préparé : 

ADN matriciel   0,1 à 10 ng 

Amorces nucléotidiques  500 nM chacune 

Tampon de PCR 10X  5 μL 

dXTP     100 pM 

Polymérase à ADN   2.5 U 

H2O    qsp 50 μL 

 

L’amplification du fragment d’intérêt se fait de manière exponentielle par une réaction de 

polymérisation en chaîne (PCR). Cette réaction en chaîne est automatisée (MJ Mini® de Biorad®) 

et consiste en la répétition de 28 cycles se déroulant en trois temps : 

- Dénaturation de l’ADN matriciel (d’origine plasmidique ou génomique) à 94 °C 

- Hybridation des deux amorces oligonucléotidiques, spécifiques des extrémités 5’ et 3’ 

du fragment d’ADN à amplifier (Tab. 4), à une température propre aux amorces utilisées.  
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- Elongation à 72 °C par l’ADN polymérase. La durée de l’élongation dépend de la taille 

du fragment à amplifier et de la nature de l’ADN polymérase utilisée. Dans le cas de la Phusion®, 

la vitesse de polymérisation est de 2 kb/min.  

 

Amorces* Séquences 5'-3' Utilisations 
Double-hybride en système levure 

EcoRI cpsC (+) TATGAATTCAAAGAACAAAACACGAT
AGAAATC 

Amplification de cpsC. La séquence en vert correspond à la 
séquence consensus reconnue par EcoRI. 

PstI cpsC (-) TATCTGCAGCTATTTCATTTTGTCCAA
ATCTGG 

Amplification de cpsC. La séquence en vert correspond à la 
séquence consensus reconnue par PstI. 

PstI cpsC Cter  
(-) 

TATCTGCAGTTACAACTCAATCAAAA
GAACAGC 

Amplification de cpsC Cter. La séquence en vert 
correspond à la séquence consensus reconnue par PstI. 

EcoRI cpsD (+) TATGAATTCCCAACGTTAGAAATCTC
ACAGGCA 

Amplification de cpsD. La séquence en vert correspond à la 
séquence consensus reconnue par EcoRI. 

PstI cpsD (-) TATCTGCAGCTATTTTTTATTTTTCCC
GTAATC 

Amplification de cpsD. La séquence en vert correspond à la 
séquence consensus reconnue par PstI. 

Surproduction de protéines 
NdeI cpsD D39 

(+) 
TATCATATGCCAACGTTAGAAATCTC
ACAGGCA 

Expression de CpsD de D39 fusionnée à la GFP. La 
séquence en vert correspond à la séquence consensus 

reconnue par NdeI. 

HindIII gfp D39 
(-) 

CCCAAGCTTATTTATACAATTCATCC
ATACC 

Expression de CpsD de D39 fusionnée à la GFP. La 
séquence en vert correspond à la séquence consensus 

reconnue par HindIII. 
BamHI cpsD 
TIGR4 (+) 

TATGGATCCCCGACATTAGAAATAGC
ACAAAAAAAACTG 

Amplification de CpsD de TIGR4. La séquence en vert 
correspond à la séquence consensus reconnue par BamHI. 

HindIII cpsD 
TIGR4 (-) 

TATAAGCTTTTATTTTTTACCATAATT
TCCATAGG 

Amplification de CpsD de TIGR4. La séquence en vert 
correspond à la séquence consensus reconnue par HindIII. 

BamHI cpsCcyto 
TIGR4 (+) 

TATGGATCCCTTTTGGATACTCGTGT
GAAAC 

Amplification de l’extrémité C-terminale de CpsC de 
TIGR4. La séquence en vert correspond à la séquence 

consensus reconnue par BamHI. 

cpsCcyto TIGR4  
(-) 

GTGCTATTTCTAATGTCGGCATTTTC
AACTTACCCAAGTTTGG 

Amplification de l’extrémité C-terminale de CpsC de 
TIGR4. La séquence en bleu est complémentaire de cpsD 

TIGR4 (+) 

cpsD TIGR4 (+) ATGCCGACATTAGAAATAGCAC Amplification de CpsD de TIGR4 fusionnée à l’extrémité C-
terminale de CpsC. 

HindIII 
cpsD4YF TIGR4 

(-) 

CCCAAGCTTTTATTTTTTACCAAAATT
TCCAAAGGAACCGAAAACTCCAAACT
TATTAACCGAGATATCC 

Amplification de CpsD de TIGR4. Les mutations des 
tyrosines du YC en phénylalanines sont en rouge. La 
séquence en vert correspond à la séquence consensus 

reconnue par HindIII. 

HindIII 
cpsD4YE TIGR4 

(-) 

CCCAAGCTTTTATTTTTTACCCTCATT
TCCCTCGGAACCCTCAACTCCCTCCT
TATTAACCGAGATATCC 

Amplification de CpsD de TIGR4. Les mutations des 
tyrosines du YC en acides glutamiques sont en rouge. La 

séquence en vert correspond à la séquence consensus 
reconnue par HindIII. 

NdeI parB (+) TATCATATGGAAAAATTTGAAATGAT
TTCTATC 

Amplification de ParB de D39. La séquence en vert 
correspond à la séquence consensus reconnue par NdeI. 

PstI parB (-) TATCTGCAGTTTCAGGCTGTTGATAA
TTCTACT 

Amplification de ParB de D39. La séquence en vert 
correspond à la séquence consensus reconnue par PstI 

Construction des mutants de S. pneumoniae 
SG143-rpsL1-up 

(+) 
GTTACAATAATAGACGGTACTTTTTA
C Amplification de rpsL1 
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SG144-rpsL1-
down (-) CTTCAAGTGCATCGTTGCC Amplification de rpsL1 

SG72-kan-rpsL-
up (+) CCGTTTGATTTTTAATGGATAATG Amplification de la cassette Janus 

SG73-kan-rpsL-
down (-) AGAGACCTGGGCCCCTTTCC Amplification de la cassette Janus 

JN1-cpsD-up (+) TTGTGACAGGTGCGGGGGC Amplification de la région en amont de cpsD 
JN2-cpsD-down 

(-) TCAGCCCTACCAATGCACCC Amplification de la région en aval de cpsD 

SG126-cpsD-up 
(-) 

CATTATCCATTAAAAATCAAACGGAA
CTTCCTCCTATTTCATTTTGTCC 

Amplification de la région en amont de cpsD pour sa fusion 
à la cassette Janus. La séquence en bleu est complémentaire 

de SG72 

SG127-cpsD-
down (+) 

GGAAAGGGGCCCAGGTCTCTGTCGG
GGGATAGAGATGAATGG 

Amplification de la région en aval de cpsD pour sa fusion à 
la cassette Janus. La séquence en bleu est complémentaire 

de SG73 

JN3-cpsD-up (-) CATTCATCTCTATCCCCCGACAACTT
CCTCCTATTTCATTTTGTCC 

Amplification de la région en amont de cpsD pour sa 
délétion "propre". La séquence en bleu est complémentaire 

de JN4 
JN4-cpsD-down 

(+) GTCGGGGGATAGAGATGAATG Amplification de la région en aval de cpsD pour sa délétion 
"propre" 

JN38-cpsD-down 
(+) 

GGGAAAAATAAAAAATAGGTCGGGG
GATAG 

Amplification de la région en aval de cpsD pour la mutation 
des tyrosines du YC 

JN41-cpsD3YE-
down (-) 

CTATCCCCCGACCTATTTTTTATTTTT
CCCCTCATCTCCCTCAGAACCCTCTT
TGTCTACTGAAG 

Amplification de la région en amont de cpsD et de cpsD lui-
même. Les mutations des tyrosines du YC en acides 
glutamiques sont en rouge. La séquence en bleu est 

complémentaire de JN38 

JN37-cpsD3YF-
down (-) 

CTATCCCCCGACCTATTTTTTATTTTT
CCCGAAATCTCCAAAAGAACCGAATT
TGTCTACTGAAG 

Amplification de la région en amont de cpsD et de cpsD lui-
même. Les mutations des tyrosines du YC en phénylalanines 

sont en rouge. La séquence en bleu est complémentaire de 
JN38 

Linker-rfp-up (+) CTAGACATCGAGTTCCTGCAGATGAA
ACATCTTACCGGTTC 

Amplification de rfp à partir du plasmide PHK096-rfp-stkP. 
La séquence en bleu correspond au linker séparant le gène 

d’intérêt et rfp 

rfp-down (-) CAATTTACTAGGCAAATCACAATAAC Amplification de rfp à partir du plasmide PHK096-rfp-stkP 

JN31-cpsD-xfp-
down (-) 

CTGCAGGAACTCGATGTCTAGTTTTT
TTTTATTTTTCCCGTAATCTCCATAAG 

Amplification de la région en amont de cpsD et de cpsD lui-
même. La séquence en bleu est complémentaire du linker. 

Utilisée pour les fusions rfp et gfp 
cpsD-rfp-down 

(+) 

GTTATTGTGATTTGCCTAGTAAATTG
TAAGTCGGGGGATAGAGATGAATGG
AAAAACAG 

Amplification de la région en aval de cpsD. La séquence en 
bleu est complémentaire de rfp-down 

JN43-cpsD-rfp-
down (+) 

GGGAAAAATAAAAAAAAACTAGACAT
CGAG 

Amplification de la région en aval de cpsD à partir du 
mutant cpsD-rfp. La séquence en bleu correspond au linker 

séparant le gène d’intérêt et rfp 

JN42-cpsD3YF-
rfp-down (-) 

CTCGATGTCTAGTTTTTTTTTATTTTT
CCCGAAATCTCCAAAAGAACCGAATT
TGTCTACTGAAG 

Amplification de la région en amont de cpsD et de cpsD lui-
même à partir du mutant cpsD-rfp. Les mutations des 
tyrosines du YC en phénylalanines sont en rouge. La 

séquence en bleu est complémentaire de JN43. 

JN64-cpsD3YE-
rfp-down (-) 

CTCGATGTCTAGTTTTTTTTTATTTTT
CCCCTCATCTCCCTCAGAACCCTCTT
TGTCTACTGAAG 

Amplification de la région en amont de cpsD et de cpsD lui-
même à partir du mutant cpsD-rfp. Les mutations des 

tyrosines du YC en acides glutamiques sont en rouge. La 
séquence en bleu est complémentaire de JN43 

Linker-gfp-up (+) AAACTAGACATCGAGTTCCTGCAGAT
GATTTCTAAAGGTGAAGAATTG 

Amplification de gfp. La séquence en bleu correspond au 
linker séparant le gène d’intérêt et gfp 

gfp-down (-) TTATTTATACAATTCATCCATACC Amplification de gfp 

JN30-cpsD-gfp-
down (+) 

GGTATGGATGAATTGTATAAATAAGT
CGGGGGATAGAGATGAATGG 

Amplification de la région en aval de cpsD. La séquence en 
bleu est complémentaire de gfp-down 
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cpsD-6His-down 
(+) 

GGCCACCATCATCATCATCATCACGG
CTAAGTCGGGGGATAGAGATGAATG
G 

Amplification de la région en aval de cpsD et de cpsD lui-
même. La séquence en bleu correspond à l’étiquette 6-His 

cpsD-6His-down 
(-) 

TTAGCCGTGATGATGATGATGATGGT
GGCCTTTTTTATTTTTCCCGTAATCTC
C 

Amplification de la région en amont de cpsD et de cpsD lui-
même. La séquence en bleu est complémentaire de la 

séquence 6-His 

cpsD3YE-6His-
down (-) 

TTAGCCGTGATGATGATGATGATGGT
GGCCTTTTTTATTTTTCCCCTCATCTC
CC 

Amplification de la région en amont de cpsD3YE et de 
cpsD3YE lui-même. La séquence en bleu est 

complémentaire de la séquence 6-His 

cpsD3YF-6His-
down (-) 

TTAGCCGTGATGATGATGATGATGGT
GGCCTTTTTTATTTTTCCCGAAATCTC
C 

Amplification de la région en amont de cpsD3YF et de 
cpsD3YF lui-même. La séquence en bleu est 

complémentaire de la séquence 6-His 

JN5-cpsC-up (+) ATAGACGTCCATTCGCATATCG Amplification de la région en amont de cpsC 

JN63-cpsC-down 
(-) CTCCCAAAAACGGCTTCCCTG Amplification de la région en aval de cpsC et en amont de la 

séquence codant pour le YC de CpsD 

JN6-cpsC-up (-) CATTATCCATTAAAAATCAAACGGTT
CTCCTAAATTAGTTGATCCATTAC 

Amplification de la région en amont de cpsC pour sa fusion 
à la cassette Janus. La séquence en bleu est complémentaire 

de SG72 

JN14-cpsC-down 
(+) 

GGAAAGGGGCCCAGGTCTCTAGGAG
GAAGTTATGCCAACG 

Amplification de la région en aval de cpsC en vue de sa 
fusion à la cassette Janus. La séquence en bleu est 

complémentaire de SG73 

JN75-cpsC-
Cter-down (-) 

CTAACGTTGGCATAACTTCCTCCTAG
AACAACTCAATCAAAAGAAC 

Amplification de la région en amont de cpsC et de cpsC lui-
même pour la délétion de l’extrémité C-terminale de CpsC. 

La séquence en bleu est complémentaire de JN76 
JN76-cpsC-
Cter-down (+) GAGGAAGTTATGCCAACGTTAG Amplification de la région en aval de cpsC pour la délétion 

de l’extrémité C-terminale de CpsC. 
JN88-parB-up 

(+) CTGACACTTTCTCTGATATTGC Amplification de parB-gfp-spc 

JN119-parB-
down (-) GGGATATATTTAACACGCGCATTAGG Amplification de parB-gfp-spc 

ftsZ-up (+)  CCTATCCGCCTCTTGCAAGC Amplification de ftsZ-kan-rpsL et ftsZ-gfp 

ftsZ-down (-)  CTTTTAAAGACATGGTTCTCTCCTAC Amplification de ftsZ-kan-rpsL et ftsZ-gfp 

JN16-cpsH-up 
(+)  GAGGCATCGTATCGCTTGC  Amplification de la région en amont de cpsH 

JN19-cpsH-down 
(-)  CTAAATCAACCTGCCCTTTTCC  Amplification de la région en aval de cpsH 

JN115-cpsH-
kan-rpsL-down 

(-) 

CATTATCCATTAAAAATCAAACGGTT
ATTTTTCTTGCTTAGTCAATCTCATTC 

Amplification de la région en amont de cpsH et de cpsH lui-
même. La séquence en bleu est complémentaire de SG72 

JN25-cpsH-kan-
rpsL-down (+)  

GGAAAGGGGCCCAGGTCTCTGTGCA
TTTATAGGAATGAGATTGAC  

Amplification de la région en aval de cpsH. La séquence en 
bleu est complémentaire de SG73 

Linker-sfgfp-up 
(+) 

AAACTAGACATCGAGTTCCTGCAGAT
GAAACATCTTACCGGTTCTAAAGG 

Amplification de la sfgfp. La séquence en bleu correspond 
au linker séparant le gène d’intérêt et la sfgfp 

sfgfp-down (-) TTATGCGGCCGCTCCACTAGTTTTG Amplification de la sfgfp 

JN113-cpsH-
sfGFP-down (+) 

CAAAACTAGTGGAGCGGCCGCATAAA
AATGGATGGGGAAATTCAAGG 

Amplification de la région en aval de cpsH. La séquence en 
bleu est complémentaire de sfgfp-down 

JN33-cpsH-
sfgfp-down (-)  

CTGCAGGAACTCGATGTCTAGTTTTT
TTTCTTGCTTAGTCAATCTCATTC  

Amplification de la région en amont de cpsH et de cpsH lui-
même. La séquence en bleu est complémentaire du linker 
 

Tableau 4 : Amorces utilisées pour l’amplification des gènes d’intérêt  
 (+) ou (-) indique le sens de l'amorce 
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I.2.iii Analyse électrophorétique des fragments d’ADN sur gel d’agarose 
 

Les fragments d’ADN sont analysés par électrophorèse en gel d’agarose à 10 g/L dans du 

Tris-Borate-EDTA 0.5X. Ce gel contient du bromure d’éthydium, afin de permettre la 

visualisation des ADN sous lumière ultra-violette. Avant dépôt, les échantillons sont additionnés 

de tampon de charge 6X composé de : Tris-HCl 10 mM, pH 7,6 ; bleu de bromophénol 0,03% ; 

xylène cyanol 0,03% ; glycérol 60 % ; EDTA 60 mM. 

 

  I.2.iv Test d’interaction avec l’ADN 

 

 Afin de visualiser un retard de migration sur gel d’agarose, 200 fmol d’ADN sont mis en 

contact avec une concentration croissante de la protéine d’intérêt (de 10 à 40 pmol). Après 10 

min à 25 °C suivies de l’ajout de tampon de charge 6X (Tris-HCl 10 mM, pH 7,6 ; bleu de 

bromophénol 0,03% ; xylène cyanol 0,03% ; glycérol 60 % ; EDTA 60 mM), l’ensemble est 

déposé sur un gel d’agarose à 10 g/L dans du Tris-Borate 0.5X additionné de bromure 

d’éthydium et de sulfate de magnésium à 1 mM. Les échantillons sont soumis à une migration à 

100 V pendant 70 min puis révélés à l’aide d’une lampe UV. 

 

  I.2.v Extraction des fragments d’ADN d’un gel d’agarose 

 

Les fragments d’ADN sont purifiés à l’aide du kit d’extraction et de purification 

« Nucleospin-Extract II® » commercialisé par Macherey-Nagel®. Des morceaux de gel d’agarose, 

contenant les molécules d’ADN à extraire, sont fondus à 50 °C pendant 10 min dans un tampon 

contenant des sels chaotropiques permettant de séparer les brins d’ADN. Ce mélange est déposé 

sur une colonne échangeuse d’anions puis rincé par un tampon contenant de l’éthanol. L’ADN est 

élué par un tampon d’élution (Tris-HCl 5 mM, pH 8,5). Cette technique de purification permet de 

préparer les fragments d’ADN issus d’une PCR mais également d’une digestion par des 

endonucléases de restriction. 

  

I.2.vi Digestion par des endonucléases de restriction 

 

Les réactions de restriction sont réalisées dans le milieu réactionnel suivant : 
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Tampon de restriction 10X   2 μL 

ADN plasmidique ou produit PCR 0.5 à 5 μg 

Endonucléase     1 U/μg d’ADN 

H2O      qsp 20 μL 

 La réaction s’effectue à 37 °C pendant 1 h 30 et est arrêtée par transfert des tubes dans la 

glace. 

 

  I.2.vii Technique de ligation 

 

La ligation d’un fragment d’ADN dans un vecteur est assurée par l’ADN ligase du phage 

T4 commercialisée par la société Promega®. Elle est réalisée à 14 °C pendant une nuit ou à 

température ambiante pendant 3 h dans les conditions suivantes : 

Rapport molaire vecteur/insert  1/5 

Ligase du phage T4    3 U 

Tampon de ligation 10 X   2 μL 

H2O      qsp 20 μL 

 

I.2.viii Transformation bactérienne 

  Transformation d’Escherichia coli 
 

Une culture de 50 mL est réalisée en milieu LB jusqu’à une Abs600 comprise entre 0,4 et 

0,5. Cette culture est alors placée dans la glace pendant 20 min avant d’être centrifugée à 1200 x 

g pendant 5 min à 4 °C. Le culot bactérien ainsi obtenu est repris par 5 mL de tampon TSS 

(Solution de stockage et de transformation : milieu LB 85% ; PEG 8000 100 g/L ; DMSO 5 g/L ; 

MgCl2 50 mM, pH 6,5) à 4°C. Ces cellules, dès lors compétentes, peuvent être conservées à         

-80 °C. 

 

20 μL du milieu de ligation sont incubés avec 100 μL de ces cellules compétentes pendant 

30 min dans la glace. L’ensemble est soumis à un choc thermique à 42 °C pendant 1 min 30. Les 

cellules sont ensuite placées 2 min dans la glace puis incubées pendant 1 h à 37 °C dans 1 mL de 

milieu LB sans antibiotique afin de permettre l’expression du gène de résistance. 100 μL du 
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milieu de transformation sont enfin étalés sur des boîtes de LB-agar en présence des antibiotiques 

nécessaires. Ces boîtes sont incubées sur la nuit à 37 °C et les clones positifs sont repiqués dans  

2 mL de LB et contrôlés par digestion et séquençage après extraction du plasmide. 

 

  Transformation de Streptococcus pneumoniae 
 

Les cultures sont réalisées en milieu THY jusqu’à une Abs550 comprise entre 0,1 et 0,15. 

10 mL de culture sont centrifugés à 5000 x g pendant 5 min à 4 °C. Le culot est repris par 1 mL 

de THY afin de concentrer la culture 10 fois. 100 μL de ces cellules sont mélangés avec 900 μL 

de milieu de transformation (THY ; BSA 2 g/L ; CaCl2 1 mM ; pH 7,8). La compétence des 

cellules peut alors être induite par l’ajout de CSP (« Compétence-Stimulating Peptide ») à une 

concentration finale de 100 ng/mL. 100 μL de ces cellules induites sont alors immédiatement mis 

en contact avec 50 ng de l’ADN d’intérêt et incubés pendant 10 min à 37 °C puis 20 min à 30 °C 

(Martin et al., 2000). Cette solution est mélangée, dans une boîte de pétri, à 10 mL de milieu 

THY-agar additionné de sang de cheval dans une proportion de 5 mL pour 140 mL de THY-agar. 

Après 2 h d’incubation à 37 °C, 10 mL de THY-agar contenant l’antibiotique adéquat sont 

ajoutés sous forme d’une deuxième couche. Les boîtes sont alors incubées sur la nuit à 37 °C et 

les clones positifs sont repris dans 3 mL de THY et contrôlés par séquençage.  
 

I.2.ix Construction des mutants de Streptococcus pneumoniae 

 

La construction des mutants de S. pneumoniae a été réalisée à l’aide de la cassette de 

résistance Janus (Sung et al., 2001) (Fig. 27) qui comporte un gène de résistance à la kanamycine 

(kan) et l’allèle sauvage du gène rpsL qui code pour une protéine ribosomique. Préalablement, les 

souches de S. pneumoniae, destinées à accueillir cette construction, doivent exprimer l’allèle 

muté du gène rpsL, rpsL1, qui leur confère un phénotype de résistance à la streptomycine. 

L’allèle rpsL1 étant récessif par rapport à l’allèle sauvage rpsL, la réinsertion de ce dernier dans 

le génome du pneumocoque, à l’aide de la cassette Janus, confère à la souche un phénotype de 

sensibilité à la streptomycine. Cette étape permettra dans un deuxième temps de sélectionner par 

résistance à la streptomycine l’obtention de mutant « propre » après élimination de la cassette 

Janus. 
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Figure 27 : Constructions permettant une délétion « propre » dans le génome du S. pneumoniae 
Exemple de l’invalidation d’un gène (codant ici pour CpsD). (A) Par PCR successives, la cassette Janus est 

fusionnée aux régions d'homologie en amont et en aval de cpsD. Cette construction peut alors être insérée dans le 
génome de la bactérie par recombinaison homologue afin d’insérer la cassette Janus à la place de cpsD. (B) Par PCR 
successives, les régions en amont et en aval de cpsD sont directement fusionnées l’une à l’autre. Cette construction 

peut alors être insérée dans le génome de la bactérie par recombinaison homologue afin de retirer la cassette Janus et 
réaliser un mutant propre de cpsD. 

 

La cassette Janus a été amplifiée par PCR à partir de l’ADN génomique total de la souche 

R1226 par les amorces SG72 et SG73 (Tab. 4 et Fig. 27). Les régions situées en amont et en aval 

du gène d’intérêt sont amplifiées par PCR à partir de la souche D39 avec les amorces adéquates 

(Tab. 4). Les fragments obtenus sont fusionnés à la cassette Janus par PCR et servent de zones 

A 

B 
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d’homologie permettant l’insertion de cette cassette au sein du génome de la bactérie par 

recombinaison homologue (Fig. 27A). La souche ainsi obtenue ne possède plus le gène d’intérêt 

et présente un phénotype de sensibilité à la streptomycine et de résistance à la kanamycine. 

 

Cependant, la présence de la cassette Janus en lieu et place du gène d’intérêt peut 

perturber l’expression des gènes se situant en aval de ce dernier. De ce fait, la réalisation d’une 

délétion « propre » est nécessaire. Pour ce faire, une construction conduisant à la fusion directe 

des fragments en amont et aval du gène d’intérêt est réalisée à l’aide des amorces dédiées (Tab. 

4 et Fig. 27B). 

 

Cette stratégie peut également s’appliquer pour la réalisation de mutations ponctuelles ou 

pour l’expression de protéines fusionnées à des protéines fluorescentes. Dans ce cas, un fragment 

PCR contenant la mutation ou la fusion est inséré par recombinaison homologue à la place de la 

cassette Janus. Dans le cas de gènes essentiels, la cassette Janus peut également être insérée à la 

suite du gène d’intérêt évitant ainsi l’étape invalidant le gène. 

 

I.2.x Le système double-hybride en système levure 

  Principe 
 

 La technique de double-hybride en système levure permet de détecter la capacité 

d’interaction de deux protéines. Cette technique repose sur l’utilisation de la protéine Gal4 qui est 

un facteur de transcription composé de deux domaines fonctionnels physiquement distincts et 

pouvant être séparés. Le premier domaine, noté BD, est un domaine de fixation à l’ADN tandis 

que le second est un domaine d’activation de la transcription et est appelé AD (James et al., 

1996). Naturellement, BD se fixe sur la séquence promotrice du gène gal1, de plus, la seule 

proximité de BD et AD suffit à l’activation de la transcription de ce gène. De ce fait, si deux 

protéines, X et Y, interagissent, il est possible de reconstituer un facteur de transcription 

fonctionnel équivalent à la protéine Gal4 en exprimant dans la levure les deux protéines de fusion 

BD-X et Y-AD. Cette interaction est alors détectée par l’activation de la transcription d’un gène 

rapporteur placé sous le contrôle de la région promotrice de gal1. Dans notre étude, ce gène 

rapporteur, his3, permet à la souche de pousser sur un milieu sans histidine. 
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Plasmides utilisés 
 

Les plasmides pGAD-C1 et pGBDU-C1 ont été mis à notre disposition par le laboratoire 

de génétique microbienne du Dr. MF Noirot-Gros à Jouy-en-Josas (UMR 1319) (Fig. 28). Ces 

plasmides permettent de fusionner nos protéines d’intérêt aux deux domaines du facteur 

transcriptionnel Gal4. En effet, les différentes constructions réalisées à partir de pGBDU-C1 

(appât) permettent de fusionner les protéines au BD tandis que pGAD-C1 (proie) permet la fusion 

avec l’AD. Ces plasmides possèdent différents gènes permettant leur sélection en systèmes 

bactériens et eucaryotes. Pour la sélection en système bactérien, ces plasmides possèdent un gène 

de résistance à l’ampicilline (amp) tandis que pour la sélection au niveau des systèmes 

eucaryotes, pGBDU-C1 conduit à l’expression du gène ura3 et pGAD-C1 à celle de leu2 qui 

permettent respectivement aux levures de se multiplier sur un milieu en absence d’uracile ou de 

leucine.  

 

  
 

Figure 28 : Schéma de l'organisation des plasmides utilisés dans l'étude double-hybride 
pGAD-C1 permet la formation de protéines "proies" fusionnées au domaine AD tandis que pGBDU-C1 permet la 

formation de protéines "appâts" fusionnées à BD. Amp : cassette de résistance à l’ampicilline, AD : Domaine 
d’activation, BD : domaine de fixation à l’ADN, LEU2 et URA3 : gène permettant la croissance des levures en 

absence de leucine ou d’uracile. D’après James et al., 1996. 
 

Souches utilisées 
 

 Le clonage en phase avec BD ou AD, des gènes codant pour CpsD, CpsC ou CpsC 

amputée de son extrémité C-terminale, a été réalisé dans une souche XL1-Blue d’E. coli (Tab. 3). 

L’expression de ces différentes constructions dans les systèmes levure a été réalisée en 



 
 

92 

collaboration avec le laboratoire du Dr. MF Noirot-Gros. Les souches de levures utilisées sont 

des souches dérivées de S. cerevisiae invalidées du gène exprimant la protéine Gal4 et dont le 

gène his3 est sous contrôle de la région promotrice de gal1.  

 

L’intérêt des levures dans ces études vient du fait que l’on peut transfecter ces différents 

plasmides dans des levures haploïdes de sexes différents et que leur croisement permettra de 

générer une levure diploïde exprimant les deux phénotypes. Ainsi, l’interaction entre deux 

protéines sera détectée par la capacité des levures à se multiplier sur un milieu sans uracile ni 

leucine (plasmides) mais également sans histidine (gène rapporteur). 

 

  I.2.xi Contrôle des clones par séquençage 

 

 Chaque souche construite dans cette étude a été vérifié par séquençage des régions 

d’intérêt par la société GATC®. Les alignements de séquences sont réalisés à l’aide du logiciel 

ClustalW® (Thompson et al., 1994). 

 

I.3 Techniques de biochimie 

  I.3.i Préparation des échantillons protéiques de S. pneumoniae 

   

15 mL de culture sont stoppés à une Abs550 de 0,3. Une centrifugation à 4 000 x g pendant 

5 min à 4 °C est alors réalisée pour préparer le culot de bactéries. Ce culot est repris par 300 μL 

de tampon TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 ; EDTA 1mM) additionnés d’un cocktail d’anti-

protéases (« cOmplete EDTA free® », Roche®), d’un mélange DNase/RNase à une concentration 

finale de 6 μg/mL et d’un cocktail d’anti-phosphatases commercialisé par Sigma-Aldrich®. Les 

bactéries sont alors ouvertes par trois cycles successifs de sonication : une fois 20 coups à 

efficacité 3 et puissance 30 % (20/3/30) et deux fois 20/4/40 (Sonifier 450® Branson®). Après une 

seconde centrifugation à 4000 x g pendant 3 minutes, le surnageant est conservé à -20°C. 
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  I.3.ii Surproduction de protéines recombinantes 

  Principe 

 

 500 mL de milieu LB, contenant les antibiotiques appropriés, sont ensemencés à une 

Abs600 de 0,05 à partir d’une préculture saturée de bactéries (AD-494 (DE3)) transformées par 

différents plasmides (pQE30 et pT7.7) et exprimant les protéines d’intérêt. Cette culture est 

réalisée à 37 °C sous agitation jusqu’à une Abs600 comprise entre 0,5 et 0,6. 0,5 mM d’IPTG sont 

alors additionnés à cette culture afin de stimuler la surproduction de nos protéines d’intérêt. Cette 

surproduction est réalisée sous agitation pendant 3 h à 37 °C. Les bactéries sont récupérées par 

centrifugation à 4 000 x g pendant 10 min et le culot bactérien ainsi formé est conservé à -80 °C 

jusqu’à utilisation. 

 

  Plasmides utilisés 

 

La surproduction de nos protéines d’intérêt a été réalisée à l’aide des plasmides pQE30 

(Fig. 29) et pT7.7 (Tabor et Richardson, 1992). pQE30 est commercialisé par la société Qiagen®. 

Il possède un site multiple de clonage (MCS) permettant de fusionner six résidus hystidyles à 

l’extrémité N-terminale de la protéine étudiée. L’expression de la protéine recombinante est sous 

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

lac. Le promoteur pT7.7 permet quant à lui de fusionner une étiquette 6-histidines en C-terminal 

de nos protéines. La région promotrice est reconnue par la polymérase à ARN du phage T7. Ces 

deux plasmides possèdent une cassette de résistance à l’ampicilline. 

 

I.3.iii Purification de protéines fusionnées à une étiquette 6-histidines 

 

 Le culot bactérien obtenu après la surproduction de la protéine recombinante d’intérêt est 

repris dans 10 mL de tampon A (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; NaCl 300 mM ; Glycérol 10 % ; DTT 

1 mM ; imidazole 10 mM) additionnés de lysozyme à 1 mg/L final, d’un mélange de 

DNase/RNase à 6 mg/L finale et d’un cocktail anti-protéase (« cOmplete EDTA free® », 

Roche®). Après une incubation de 15 min à 4 °C, la solution est soumise à trois cycles de 

sonication (une fois 20.3.30 et deux fois 20.4.40) et centrifugée pendant 45 min à 14 000 x g à    
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4 °C. Le surnageant obtenu est déposé sur 100 μL de résine Ni2+-NTA agarose (Qiagen®), 

préalablement rincée à l’eau distillée et équilibrée dans du tampon A, pendant 45 min à 4 °C sous 

rotation douce. Les protéines non retenues sont éliminées par quatre rinçages successifs dans du 

tampon B (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; NaCl 300 mM ; Glycérol 10 % ; DTT 1 mM ; imidazole  

30 mM) avec des cycles de centrifugation intermédiaires à 100 x g pendant 5 min à 4 °C. 

L’élution de la protéine fixée sur la résine est alors réalisée par quatre bains successifs dans du 

tampon E (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; NaCl 200 mM ; Glycérol 10 % ; DTT 1 mM ; imidazole 

150 mM). Après dosage des fractions d’élution (cf. § 1.3.v), les fractions contenant de la protéine 

sont dialysées deux fois 1 h contre 1 L de tampon de dialyse (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; NaCl 

100 mM ; Glycérol 10 % ; DTT 1 mM ; MgCl2 1 mM) puis conservées à -20 °C. 

 

       
 

Figure 29 : Organisation schématique des plasmides pQE30 (A) et pT7.7 (B) 
Ampicillin et Bla : cassettes de résistance à l’ampicilline, RBS : site de fixation du ribosome, MCS : site multiple de 

clonage, PT5 : promoteur du phage T5, T7 promoteur : promoteur du phage T7  
 

  I.3.iv Co-immunoprécipitation 

 

 400 mL des souches d’intérêt de S. pneumoniae sont cultivés jusqu’à une Abs550 de 0,3 

puis centrifugés pendant 10 min à 5 000 x g. Les culots formés sont alors conservés à -80 °C. Ils 

sont ensuite repris par 5 mL de tampon de reprise (Tris-HCL 50 mM, pH 8,0 ; NaCl 150 mM ; 

MgCl2 5 mM) additionné d’un cocktail d’anti-protéases (« cOmplete EDTA free® », Roche®), de 

lysozyme à 0,1 mg/mL final, de 800 unités de mutanolysine et de DNase/RNase à 0,1 mg/mL 

A B 



 
 

95 

final pendant 15 min à 4 °C. Les bactéries sont ouvertes par trois cycles successifs de sonication 

(une fois 20/3/30 et deux fois 20/4/40). 1 % de triton X100 est alors ajouté pendant 1 h dans la 

glace. La solution bactérienne est centrifugée pendant 10 min à 10 000 x g à 4 °C et le surnageant 

est déposé sur 25 μL de résine « GFP-Trap®» (Chromotek®) pendant 2 h à 4 °C sous rotation. 

Après une centrifugation de 2 min à 2 700 x g, la résine est lavée trois fois par du tampon de 

lavage (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 ; NaCl 150 mM ; EDTA 0,5 mM ; anti-protéases ; triton X100 

0,1 %) et transférée en tube Eppendorf®. L’élution est alors directement réalisée par l’ajout de   

50 μL de tampon de dépôt concentré deux fois (Tris-HCl 125 mM, pH 6,8 ; SDS 40 g/L ; 

glycérol 20 % ; -mercaptoéthanol 300 mM ; bleu de bromophénol 0,02 %) et l’ensemble est 

chauffé pendant 10 min à 95 °C. Le surnageant récupéré après une centrifugation de 2 min à 

2 700 x g est alors près à être analysé. 

 

  I.3.v Dosage des protéines 

 

Les protéines sont dosées par la méthode décrite par Bradford en 1976 (Bradford, 1976). 

La concentration des protéines présentes dans l’échantillon est mesurée en fonction d’une gamme 

étalon de dosage de l’albumine de sérum bovin (BSA). 

 

I.3.vi Analyse sur gel de polyacrylamide  

 

La séparation des protéines s’effectue en présence de SDS. Le gel de polyacrylamide est 

formé d’un maillage plus ou moins lâche, selon la concentration d’acrylamide/bisacrylamide, 

adapté à la taille des protéines à séparer. Ces gels sont constitués de deux parties : un gel de 

concentration (acrylamide/bisacrylamide 50 g/L, Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8 ; SDS 1 g/L ; 

persulfate d’ammonium 1 g/L ; TEMED 0,1 %) et un gel de séparation 

(acrylamide/bisacrylamide 150 g/L ; Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8 ; SDS 1 g/L ; persulfate 

d’ammonium 1 g/L ; TEMED 0,04 %). 

 

 Avant d’être déposés, les échantillons protéiques sont additionnés de tampon de dépôt 

(Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8 ; SDS 20 g/L ; glycérol 10 % ; -mercaptoéthanol 150 mM ; bleu de 

bromophénol 0,01 %). La migration s’effectue sous 80 V pour le gel de concentration puis sous 
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200 V pour le gel de séparation dans un tampon composé de Tris-HCl pH 8,3 à 25 mM, de 

glycine à 190 mM et de SDS à 1 g/L. 

 

  I.3.vii Transfert et immunodétection  

  Principes 

 

Après séparation sur gel de polyacrylamide, les protéines sont transférées sur une 

membrane de fluorure de polyvinylidène (PVDF) préalablement baignée dans un bain de 

méthanol pur puis dans un bain de tampon de transfert de composition : Tris-HCl 25 mM,         

pH 8,0 ; glycine 190 mM ; méthanol 20 % ; SDS 0,4 g/L. Le transfert est effectué à 24 V constant 

pendant 45 min.  

 

La membrane est ensuite rincée pendant 10 min dans du tampon salin additionné de 

Tween 20 (TBS-T : Tris-HCl 100 mM, pH 8,0 ; NaCl 150 mM ; Tween 20 0,05 %) puis incubée 

pendant 1 h sous agitation dans ce même tampon additionné de BSA à 50 g/L. Après trois 

nouveaux rinçages de 10 min dans du TBS-T, la membrane est incubée pendant 1 h dans du TBS-

T additionné de BSA à 10 g/L et contenant l’anticorps primaire désiré à la dilution adéquate. La 

membrane est de nouveau rincée trois fois 10 min dans du TBS-T avant d’être incubée 1 h dans 

du TBS-T additionné de BSA à 10 g/L et contenant un anticorps secondaire anti-souris ou anti-

lapin couplé à la péroxydase de Raifort et dilué au 5000eme. Après quatre rinçages de 10 min dans 

du TBS-T, la révélation est effectuée par ajout de luminol via l’usage du kit « SuperSignal West 

Pico Chemiluminescent Substrate® » commercialisé par la société Pierce® suivi de l’exposition 

de la membrane sur un film MS (Kodak®). 

  

  Anticorps utilisés 

 

 Les protéines phosphorylées sur les résidus tyrosyles sont détectées par l’utilisation de 

l’anticorps monoclonal PY-20 commercialisé par Sigma-Aldrich®. Cet anticorps, produit chez la 

souris, est utilisé au 1/2 000e dans une solution de TBS-T additionnée de 1 % de BSA.  
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 Les protéines fusionnées à la GFP sont détectées à l’aide de l’anticorps polyclonal anti-

GFP produit chez le lapin et commercialisé par Amsbio®. Cet anticorps est utilisé au 1/10 000e 

dans une solution de TBS-T additionnée de 1 % de BSA. 

 

 Les protéines fusionnées à une étiquette 6-histidines sont révélées à l’aide d’un anticorps 

monoclonal anti-polyhistidines produit chez la souris. Cet anticorps commercialisé par Sigma-

Aldrich® est utilisé au 1/1 500e dans du TBS-T additionné de 1 % de BSA. 

 

 Les anticorps secondaires anti-IgG de lapin ou de souris sont commercialisés par Biorad®. 

Ce sont des anticorps polyclonaux produits chez la chèvre et fusionnés à la péroxydase de raifort 

(HRP). Ils sont utilisés au 1/5 000e dans du TBS-T additionné de 1 % de BSA. 

 

  I.3.viii La thermophorèse  

 

La thermophorèse est une méthode récente permettant de réaliser des analyses 

quantitatives d’interactions moléculaires en solution. Cette technique est basée sur la mobilité des 

protéines le long d’un gradient de température. En effet, une variation de température à un endroit 

précis conduit à une thermodiffusion positive ou négative des molécules et donc à un changement 

de la concentration en molécules dans la zone chauffée. Cette thermodiffusion est dépendante de 

l’interface entre la molécule et le solvant.  

 

La thermophorèse d'une molécule marquée par une sonde fluorescente sera donc 

différente de la thermophorèse de cette même molécule en complexe avec une seconde molécule 

du fait de sa taille, sa charge et sa surface hydrophile. Ainsi, cette différence de mobilité est 

mesurée par thermophorèse afin de quantifier la capacité d’interaction de deux molécules. 

 

 Le mouvement thermophorétique de la molécule marquée est mesuré par enregistrement 

de la distribution de la fluorescence à l’intérieur d’un capillaire. Le gradient de température est 

généré par un laser à infrarouges qui cible une région microscopique du capillaire. Avant que le 

laser soit actionné, l’homogénéité de la distribution de fluorescence au sein du capillaire est 

contrôlée. Sous l’action de la température, les molécules migrent de la région chauffée vers la 

région plus froide. Ainsi, la concentration locale de molécules diminue dans la région chauffée 
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jusqu’à l’acquisition d’un état stable. Les données quantitatives d’interactions sont obtenues 

grâce à la réalisation de cette approche sur une série de dilution de la molécule d’intérêt non 

marquée. Nous avons réalisé cette expérience à l’aide de l’appareil Monolith NT.Label Free 

(Nano Temper Technologies GMBH) en collaboration avec le Dr. Morlot de l’IBS à Grenoble. 

 

I.4 Techniques de microscopie  

  I.4.i Microscopie optique 

  Observation des protéines fluorescentes 

 

 Afin d’observer la localisation des protéines fusionnées à la RFP, la GFP ou la sfGFP,   

10 mL de cultures sont réalisés jusqu’à une Abs550 de 0,3 à 37 °C. Après une centrifugation à      

3 000 x g pendant 5 min à 4 °C, ces cultures sont lavées par 1 mL de PBS et transférées en 

Eppendorf®. Une seconde centrifugation est alors réalisée et les culots obtenus sont repris par 50 

à 100 μL de PBS pour être observés. 

 

Coloration des membranes et de l’ADN 

  

La coloration des membranes bactériennes est réalisée à l’aide du colorant FM4-64 

commercialisé par Molecular Probes® et les nucléoïdes sont colorées par du DAPI. Pour ce faire, 

10 μL de culture à une Abs550 de 0.3 sont mixés à 0,5 μL de FM4-64 à 1 mg/mL et 1 μL de DAPI 

à 2 mg/mL. Ces échantillons sont observés après 5 min à température ambiante. 

 

  Immunomarquage in vivo de la capsule polysaccharidique 

 

 Après croissance des bactéries jusqu’à une Abs550 de 0,3, 1 mL de culture est prélevé et 

déposé dans un tube Eppendorf®. 1 μL d’anticorps primaires dirigés contre le polysaccharide de 

type 2 spécifique de la souche D39 de S. pneumoniae (Statens serum Institute®) est ajouté 

pendant 5 min dans la glace. Les échantillons sont alors centrifugés pendant 5 min à 4 000 x g à  

4 °C et lavés trois fois par du THY à 37 °C. Le culot ainsi formé est repris pas 1 mL de THY à  

37 °C auquel 0,5 μL d’anticorps secondaires anti-lapin, conjugués à la molécule fluorescente 
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DyLight-549 (Jackson ImmunoResearch®), sont ajoutés pendant 5 min dans la glace. Après un 

nouveau lavage au THY à 37 °C et un au PBS, les échantillons sont repris par 10 μL de PBS pour 

observation. 

 

  Matériels utilisés 

 

 Tous ces échantillons sont observés par le microscope Zeiss Axio Observer Z1® associé à 

une caméra CCD Orca-R2 C10600® (Hamatsu®) et à un objectif 100 x NA 1.46. Les images sont 

traitées et analysées par ImageJ® et/ou MicrobeTracker®. 

   

  I.4.ii Microscopie électronique à transmission 

 

15 ml de culture des souches d’intérêt de S. pneumoniae sont réalisés à 37 °C jusqu'à une 

Abs550 de 0,3. Les bactéries sont ensuite récupérées par centrifugation pendant 5 min à 500 x g. 

Le culot est repris par 500 μL de fixateur I (glutaraldéhyde 5 % ; rouge de ruthénium 0,075 % ; 

lysine monohydrochloride 0,075 M ; cacodylate 0,1 M, pH 7,4) et transféré en tube Eppendorf®. 

Après 20 minutes dans la glace, la solution est centrifugée à 1 000 x g pendant 5 min. Le culot 

formé est lavé par l’ajout de 1 mL de tampon de lavage (cacodylate 0,1 M, pH 7,4 ; rouge de 

ruthénium 0,075 %) et centrifugé à 500 x g pendant 10 min. Les bactéries sont alors reprises par 

500 μL de fixateur II (glutaraldéhyde 5 % ; rouge de ruthénium 0,075 % ; cacodylate 0,1 M,     

pH 7,4) pendant toute une nuit à 4 °C. La solution est alors centrifugée à 500 x g pendant 10 min 

et lavée par 1 mL de tampon de lavage. Après le lavage le culot est repris par 50 μL de tampon de 

lavage auquels 100 μL d’agarose 2 % sont ajoutés. La goutte d’agarose contenant les bactéries 

fixées est alors découpée en petits dés disposés à l’intérieur d’un pilulier afin de réaliser la 

déshydratation de ces échantillons. Ces cubes sont lavés trois fois dans 2 mL de tampon de lavage 

pendant 1 h. Les échantillons sont ensuite baignés dans du tampon de post-fixation contenant du 

tétroxyde d’osmium (OsO4 10 g/L ; cacodylate 0,1 M, pH 7,4 ; rouge de ruthénium 0,075 %) 

pendant 1 h, puis rincés à l’eau distillée et déshydratés progressivement par différents bains 

successifs d’éthanol (de 30 % à 100 %) d’une durée de 30 min chacun à 4 °C. Les échantillons 

sont ensuite incubés dans des bains de substitution afin d’intégrer la résine LR-white. Pour ce 

faire, un premier bain composé de 50 % de LR-White et 50 % d’éthanol est réalisé pendant 1 h, 
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un second composé de 66 % de LR-white et 34 % d’éthanol durant toute une nuit à 4 °C, un 

troisième dans 100 % de LR-White pendant 8 h à 4 °C et enfin un dernier bain dans 100 % de 

LR-White durant toute une nuit à 4°C. Le lendemain, les échantillons sont déposés dans des 

capsules et sont recouverts de LR-White frais. La polymérisation a alors lieu pendant 2 jours à  

60 °C. 

 

Les étapes suivantes ont été réalisées en collaboration avec le Dr. Cluzel-Grangeasse 

Caroline (LBTI, UMR 5305, Lyon). Les blocs formés après la polymérisation sont découpés à 

l’ultra-microtome (Leica U17®). Des coupes ultrafines (60 nm d’épaisseur) sont récoltées sur des 

grilles adaptées à l’observation par microscopie électronique à transmission (MET) et contrastées 

à l’acétate d’uranyle à saturation 7 % dans du méthanol pendant 10 min à l’abri de la lumière et 

de la chaleur. Les échantillons sont ensuite contrastés au citrate de plomb (nitrate de plomb 44 

μg/mL, citrate de sodium 58 μg/mL ; Reichert Ultrostainer®, Leica®) et rincés dans de la soude 

0,02 N puis dans trois bains successifs d’eau distillée. Les grilles sont séchées sur papier filtre 

dans une boîte de Pétri avant observation par MET (Phillips CM120®, centre des microstructures, 

Villeurbanne).   

 

 I.5 Tests de virulence 

 

 Afin de réaliser nos tests de virulence nous avons utilisé des larves de Galleria mellonella 

(Evans et Rozen, 2012). Pour ce faire, une culture de pneumocoque est réalisée à 37 °C jusqu’à 

une Abs550 de 0,3. Cette culture est aliquotée au sein de plusieurs tubes Eppendorf® conservés à   

-80 °C. Un de ces aliquots est alors décongelé afin de réaliser une numération du nombre de cfu 

présentes dans chaque aliquot par étalement dans la masse, à une dilution à 10-5, dans du THY-

Agar additionné de 5 % de sang de cheval défibriné. L’injection de 106 cfu est alors réalisée à 

l’aide d’une seringue Hamilton® au niveau du premier appendice arrière de la larve. Une fois 

infectées, les larves sont déposées dans une étuve à 37 °C et leur taux de mortalité est relevé 

toutes les 24 h. 
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II Résultats 

 

 Comme nous l’avons vu dans l’exposé bibliographique (cf. § II.3.iii), il a récemment été 

montré que, chez S. pneumoniae, la tyrosine-kinase bactérienne CpsD et son modulateur 

transmembranaire CpsC sont tous deux requis pour la synthèse septale de polysaccharides 

capsulaires (Henriques et al., 2011). Il a alors été proposé que deux machineries de synthèse et 

d’export de la capsule polysaccharidique pourraient exister : une machine septale dont la 

localisation et le fonctionnement seraient dépendants de CpsD et une deuxième machine 

indépendante de CpsD et localisée tout autour de la bactérie (Fig. 20). Vu l’importance de la 

phosphorylation de CpsD dans la biosynthèse et l’export des polysaccharides capsulaires 

(Morona et al., 2000a), il nous a semblé intéressant de tester ce modèle en fonction des états de 

phosphorylation de CpsD. 

 

 II.1 L’autophosphorylation de CpsD est contrôlée par l’extrémité C-terminale de 

CpsC 

 

 Tout d’abord, afin de confirmer que, chez S. pneumoniae, la BY-kinase, CpsD, et son 

modulateur transmembranaire, CpsC, étaient capables d’interagir, nous avons utilisé la méthode 

du double-hybride en système levure (Fig. 30A). Pour ce faire, nous avons construit les 

plasmides pGAD-C1-cpsD, exprimant CpsD fusionnée au domaine d’activation de la 

transcription du gène gal4, pGBDU-C1-cpsC et pGBDU-C1-cpsC Cter, exprimant 

respectivement CpsC et sa forme tronquée de son extrémité C-terminale fusionnées au domaine 

de liaison à la région promotrice de gal4. Des levures haploïdes de sexes différents ont été 

transfectées par ces plasmides et sélectionnées sur un milieu sans uracile, leucine et histidine afin 

d’évaluer la capacité de CpsD à interagir avec CpsC. Nous avons alors observé que ces deux 

protéines sont capables d’interagir et que cette interaction est dépendante de l’extrémité C-

terminale de CpsC. En effet, en absence de cette extrémité, l’interaction entre CpsC et CpsD n’est 

plus observée (Fig. 30A). 

 

 Dans un second temps, pour confirmer cette observation, nous avons testé si l’extrémité 

C-terminale de CpsC était nécessaire à l’autophosphorylation de CpsD in vivo (Fig. 30B). Nous 

avons donc construit une souche de pneumocoque dans laquelle nous avons retiré l’extrémité C-
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terminale de CpsC. Après préparation des extraits totaux de protéines, nous avons analysé par 

Western-blot, à l’aide d’anticorps anti-phosphotyrosine, la capacité de CpsD à 

s’autophosphoryler. Nous avons ainsi observé qu’en absence de l’extrémité C-terminale de CpsC, 

CpsD n’est plus phosphorylée (Fig. 30B). Ceci confirme que l’extrémité C-terminale de CpsC est 

nécessaire à l’autophosphorylation, et donc à l’activation de CpsD.  

 

 
 

Figure 30 : Etude de l’interaction entre CpsC et CpsD 
(A) Double-hybride en système levure. L’interaction entre CpsD et CpsC est dépendante de l’extrémité C-terminale 
de CpsC (B) Western-Blot anti phosphotyrosine sur des extraits protéiques totaux. L’autophosphorylation de CpsD 

est dépendante de l’extrémité C-terminale de CpsC. 
 

 II.2 L’interaction CpsC/CpsD est nécessaire à la synthèse septale de CPS  

 

 Afin d’évaluer si l’interaction entre CpsC et CpsD influence la synthèse des CPS, nous 

avons observé la localisation des CPS produits dans la souche cpsC Cter. Pour ce faire, nous 

avons incubé les bactéries en présence d’anticorps directement dirigés contre ces CPS. Dans une 

deuxième étape, l’utilisation d’anticorps secondaires fusionnés à un fluorophore nous permet de 

visualiser la présence des CPS à l’extérieur des cellules par microscopie (Fig. 31). Nous avons 

validé notre approche en observant une souche sauvage D39 produisant de la capsule et le mutant 

cpsD dont l’absence de CPS au niveau du site de division a déjà été relevée (Henriques et al., 

2011). Comme attendu, les CPS produits sont détectés tout autour de la cellule dans la souche 

D39 alors qu’ils sont absents au niveau du site de division en absence de CpsD. De manière 

intéressante, nous avons observé que les CPS n’étaient pas détectés au niveau du septum dans la 

souche cpsC Cter. Cette première observation montre que le domaine C-terminal de CpsC, 
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nécessaire à l’interaction entre CpsC et CpsD et à l’autophosphorylation de CpsD, est également 

requis pour la synthèse septale de polysaccharides. L’interaction entre CpsC et CpsD et/ou 

l’autophosphorylation de CpsD sont donc nécessaires à la synthèse de CPS.  

 

 
 

Figure 31 : Immunomarquage in vivo des CPS 
De haut en bas, les images correspondent au contraste de phase, au signal fluorescent détecté et à la superposition de 
ces deux images. Les CPS sont produits tout autour de la bactérie sauvage (D39) alors qu’ils ne sont pas détectés au 

niveau du site de division en absence de CpsD ( cpsD) ou de l’extrémité C-terminale de CpsC (cpsC Cter).     
Barres d’échelle = 1 μm 

 

 II.3 Localisation de CpsD 

 

Afin d’expliquer l’absence de CPS au site de division du pneumocoque en absence de 

CpsD, nous avons tout d’abord localisé la BY-kinase CpsD dans la souche sauvage ainsi que 

dans la souche dans laquelle nous avons retiré l’extrémité C-terminale de CpsC (Fig. 32A). 

Comme contrôle, nous avons analysé la fonctionnalité de la fusion CpsD-RFP en suivant la 

courbe de croissance (Fig. 32B) et la production du polysaccharide capsulaire par 

immunomarquage in vivo dans la souche exprimant CpsD-RFP (Fig. 32C). Ces deux expériences 

montrent que l’expression de la fusion CpsD-RFP n'a aucun effet sur la croissance bactérienne 

ainsi que sur la synthèse de capsule par rapport à la souche D39. La fusion CpsD-RFP est donc 
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fonctionnelle. Nous avons alors observé que CpsD est localisée au site de division de la bactérie 

sauvage comme cela a été précédemment décrit (Henriques et al., 2011). En revanche, en absence 

de l’extrémité C-terminale de CpsC, CpsD délocalise dans le cytoplasme de la bactérie. Cette 

analyse montre que la localisation septale de CpsD est due à l’extrémité C-terminale de CpsC et 

qu’elle est nécessaire à la synthèse septale de polysaccharides capsulaires. Elle est également 

cohérente avec nos études d’interaction entre CpsC et CpsD.  

 

  
 

Figure 32 : Localisation de la BY-kinase CpsD 
Les images de gauche correspondent au contraste de phase superposé au signal fluorescent détecté alors que celles de 
droite correspondent au signal de fluorescence seul. (A) CpsD est localisée au site de division de la bactérie sauvage. 
En absence de l’extrémité C-terminale de CpsC, CpsD délocalise dans le cytoplasme de la bactérie. (B) Courbes de 

croissance réalisées avec la souche sauvage (D39) et le mutant cpsD-rfp. (C) Immunomarquage in vivo des CPS 
produits dans la souche cpsD-rfp. Les CPS sont présents tout autour de la bactérie comme dans une une souche 

sauvage (Fig. 31). Barres d’échelle = 1 μm 
 

 II.4 Localisation de CpsH, la polymérase des polysaccharides capsulaires 

 

Les observations présentées dans la Figure 31 montrent que la capsule est produite tout 

autour de la bactérie mais ne renseignent pas sur la localisation de la machinerie nécessaire à sa 

A 
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production. Nous avons décidé de suivre la localisation de la machinerie de synthèse des CPS 

dans nos différentes souches. Pour ce faire, nous avons utilisé la polymérase CpsH comme 

marqueur de l’emplacement de la machinerie de synthèse des CPS. Cette protéine étant 

transmembranaire, nous avons tout d’abord réalisé une série de prédictions de passages 

transmembranaires à l’aide du logiciel TMPRED (Hofmann et Stoffel, 1993) afin de déterminer 

si l’une de ses extrémités était cytoplasmique afin de la fusionner à la GFP (Fig. 33). Cette 

analyse nous a fourni un modèle pour lequel les deux extrémités de CpsH sont à l’extérieur de la 

bactérie.  

 

 
Figure 33 : Topologie de CpsH 

Prédiction des passages transmembranaires de la polymérase CpsH à l’aide du logiciel TMPRED (Hofmann et 
Stoffel, 1993) 

 

Nous avons donc construit une souche dans laquelle CpsH est fusionnée à une GFP 

« super-enroulée » (sfGFP) permettant de visualiser les protéines extracellulaires (Fig. 34). La 

fonctionnalité de la protéine CpsH fusionnée à la GFP super-enroulée a été contrôlée en suivant 

la courbe de croissance de la souche cpsH-sfgfp (Fig. 34B) et en vérifiant la production du 

polysaccharide capsulaire par immunomarquage in vivo dans la souche sauvage exprimant CpsH-

GFP (Fig. 34C). Ces deux expériences montrent que la fusion de cette protéine à la GFP super-

enroulée n’a aucun effet sur la croissance de la bactérie ainsi que sue la présence de CPS tout 

autour de la bactérie. L’analyse de la localisation de CpsH dans la souche sauvage montre que 

CpsH n’est présente qu’au septum des bactéries et qu’elle n’est jamais présente au niveau de la 

membrane autour de la cellule (Fig. 34A). Cette première observation va à l’encontre du modèle 

des deux machineries de synthèse des CPS proposé récemment (Henriques et al., 2011). On 



 
 

106 

remarque également que CpsH est majoritairement délocalisée en absence de CpsD ou de 

l’extrémité C-terminale de CpsC (Fig. 34A). Cette délocalisation de la polymérase est en accord 

avec les défauts de production de CPS observés précédemment. Ainsi, nous pouvons conclure 

que la localisation septale de CpsD par l’intermédiaire de son interaction avec l’extrémité C-

terminale de CpsC est nécessaire à une localisation septale de la polymérase CpsH, et donc de la 

machinerie de synthèse. Ces observations démontrent également que la capsule 

polysaccharidique est exclusivement produite au septum de la bactérie.  

 

  
 

Figure 34 : Localisation de la polymérase CpsH 
 (A) Les images du haut correspondent au signal de fluorescence seul alors que celles du bas correspondent à ce 

signal superposé au contraste de phase. CpsH est fusionnée à une GFP super-enroulée. Elle localise au septum du 
pneumocoque sauvage alors qu’elle délocalise en absence de CpsD ou de l’extrémité C-terminale de CpsC. (B) 

Courbes de croissance réalisées sur la souche sauvage (D39) et le mutant cpsH-sfgfp. Ces deux courbes se 
superposent parfaitement. (C) Immunomarquage in vivo des CPS produits dans la souche cpsH-sfgfp. L’image de 

gauche correspond au contraste de phase superposé au signal fluorescent détecté alors que celle de droite correspond 
au signal de fluorescence seul. Les CPS sont présents tout autour de la bactérie comme dans une une souche sauvage 

(Fig. 31). Barres d’échelle = 1 μm 
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II.5 L’autophosphorylation de CpsD est nécessaire à la localisation de CpsH et à la 

synthèse de CPS au septum de la bactérie. 

 

 L’extrémité C-terminale de CpsC étant indispensable à l’autophosphorylation de CpsD 

(Fig. 30), nous avons également voulu étudier quelle était l’importance de la phosphorylation de 

CpsD dans la synthèse des CPS. Pour ce faire, nous avons construit deux souches dans lesquelles 

les résidus tyrosyles du cluster de tyrosines de la protéine CpsD sont remplacés par des résidus 

phénylalanyles (cpsD3YF) ou glutamyles (cpsD3YE). Ces mutations permettent, respectivement, 

de mimer un état non-phosphorylé de CpsD dit « phosphoablatif » et un état phosphorylé dit 

« phosphomimétique ». 

 

 Comme précédemment, nous avons analysé la localisation des CPS produits au sein de 

ces souches ainsi que la localisation des formes mutées de CpsD. La souche exprimant la forme 

phosphomimétique de CpsD (cpsD3YE) présente une synthèse de CPS normale, tout autour de la 

bactérie alors que la souche exprimant la forme non-phosphorylée de CpsD (cpsD3YF) ne produit 

pas de CPS au niveau du septum (Fig. 35A). De façon surprenante, CpsD est bien localisée quel 

que soit son état de phosphorylation (Fig. 35B). Ces observations indiquent donc que l’absence 

de polysaccharides capsulaire au site de division de la souche exprimant la forme 

phosphoablative de CpsD n’est pas due à la délocalisation de CpsD mais à son état de 

phosphorylation. CpsD doit être présente au septum sous sa forme phosphorylée pour permettre 

une synthèse de CPS normale. 
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Figure 35 : L‘autophosphorylation de CpsD est nécessaire à la synthèse de CPS 
(A) Immunomarquage in vivo de la production de CPS. De haut en bas, les images correspondent au contraste de 

phase, au signal fluorescent détecté et à la superposition de ces deux images. Les CPS sont produits tout autour de la 
souche exprimant la forme phosphomimétique de CpsD (cpsD3YE) tandis qu’ils sont absents du septum dans celle 

exprimant la forme phosphoablative (cpsD3YF). (B) Localisation des mutants de CpsD fusionnés à la RFP. Les 
images de gauche correspondent au contraste de phase superposé au signal fluorescent détecté alors que celles de 

droite correspondent au signal de fluorescence seul. CpsD est localisée au site de division de la bactérie quel que soit 
son état de phosphorylation. Barres d’échelle = 1 μm 

 

Nous avons alors contrôlé la localisation de la machinerie de synthèse du polysaccharide 

au sein de ces souches à l’aide de la polymérase CpsH fusionnée à la GFP super-enroulée (Fig. 

36). CpsH est correctement localisée dans la souche exprimant la forme phosphomimétique de 

CpsD alors qu’elle délocalise partiellement dans la souche exprimant la forme non-

phosphorylable CpsD3YF. Ces observations démontrent que l’autophosphorylation de CpsD est 

nécessaire à la localisation de CpsH au septum pour permettre une production optimale de CPS. 

 

II.6 L’autophosphorylation de CpsD impacte la taille des cellules du pneumocoque 

 

De manière très surprenante, lors de l’analyse des images de microscopie (Fig. 35), nous 

avons également constaté que les mutants exprimant la forme phosphoablative de CpsD 

(cpsD3YF) présentent des formes aberrantes et les cellules semblent être allongées. 
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Figure 36 : Localisation de CpsH dans les souches mutantes de CpsD 
Les images de gauche correspondent au signal de fluorescence seul alors que celles de droite correspondent au 

contraste de phase superposé au signal fluorescent détecté. La polymérase CpsH est bien localisée au niveau du site 
de division bactérien en présence de la forme phosphomimétique de CpsD alors qu’elle est complètement délocalisée 

en présence de la forme non phosphorylée. Barres d’échelle = 1 μm 
   

L’allongement des cellules de la souche cpsD3YF nous a amené à analyser la longueur 

des cellules des différents mutants. Ces analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel 

MicrobeTracker® sur des échantillons d’environ 4 000 cellules à partir des images en contraste de 

phase. Nous avons observé que le mutant exprimant la forme non phosphorylable de CpsD 

(cpsD3YF) présente une longueur supérieure à celle obtenue à partir de la souche sauvage (D39). 

A l’inverse, il semblerait que la souche exprimant la forme phosphomimétique de CpsD 

(cpsD3YE) soit plus petite que la souche sauvage (Fig. 37). 

 

                      
 

Figure 37 : Distribution de la longueur des cellules en fonction de l’état de phosphorylation de CpsD 
Les cellules exprimant la forme non phosphorylée de CpsD (cpsD3YF) ont une plus grande proportion de cellules de 

grandes tailles alors que celles exprimant la forme phosphomimétique (cpsD3YE) sont plus petites. 
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L’ensemble de ces observations montre que si l’autophosphorylation de CpsD est 

nécessaire à une synthèse normale de CPS au septum, son absence induit une élongation des 

cellules du pneumocoque 

 

 II.7 La constriction de la cellule dépend de l’état de phosphorylation de CpsD 

 

 Pour analyser plus en détail les défauts cellulaires engendrés par l’élongation cellulaire, 

nous avons visualisé l’ultrastructure de nos mutants par microscopie électronique à transmission 

(Fig. 38). De nombreuses optimisations de protocole ont été nécessaires à l’utilisation de cette 

technique afin de stabiliser la capsule polysaccharidique de nos différents mutants (cf. § I.4.ii). 

Dans un premier temps, nous observons que les CPS sont présents tout autour des cellules 

exprimant la forme sauvage ou phosphorylée de CpsD (souches D39 et cpsD3YE) alors qu’ils ne 

sont présents qu’aux pôles bactériens des souches exprimant la forme non phosphorylée de CpsD 

(cpsD3YF) (Fig. 38). Ceci confirme les observations présentées dans les Figure 31 et 35. De 

manière plus intéressante, nous constatons également que les septa formés dans les souches 

exprimant la forme non phosphorylée de CpsD (cpsD3YF) sont abortifs. Ils semblent 

correctement positionnés mais bloqués et incapables de se fermer pour générer deux cellules 

filles (Fig. 38). 

 

 
 

Figure 38 : Visualisation de l’ultrastructure bactérienne par microscopie électronique à transmission 
 La souche exprimant la forme non phosphorylée de CpsD (cpsD3YF) présente des défauts de capsule ainsi que des 

septa abortifs. Barres d’erreur = 0,1 μm 
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 Ces observations suggèrent que l’autophosphorylation de CpsD puisse impacter 

l’assemblage et le positionnement de la protéine FtsZ qui forme un anneau permettant la 

constriction de la bactérie afin de donner deux cellules filles de taille identique. Nous avons donc 

observé par microscopie à fluorescence la localisation de FtsZ fusionnée à la GFP (Fig. 39). La 

fonctionnalité de la protéine FtsZ fusionnée à la GFP a été établie par suivi de la courbe de 

croissance de la souche D39 exprimant FtsZ-GFP (Fig. 39C) et immunomarquage in vivo des 

CPS produits (Fig. 39D). Dans la souche sauvage D39, ainsi que dans le mutant cpsD3YE, nous 

avons observé un positionnement normal de FtsZ au milieu de la cellule. De manière frappante, 

les anneaux de FtsZ se forment également dans les cellules allongées du mutant cpsD3YF et 

forment un profil en « rayure » (Fig. 39A). En effet, nous pouvons observer la présence de 

plusieurs bandes fluorescentes dans les cellules allongées suggérant que l’anneau FtsZ s’est 

correctement assemblé au site de division mais qu’il est incapable d’assurer la constriction de la 

cellule. En d’autres termes, le positionnement de FtsZ aux futurs sites de division aurait lieu alors 

même qu’il serait toujours positionné et bloqué au site de division du cycle cellulaire précédent. 

Afin de confirmer cette impression visuelle, nous avons réalisé une étude statistique de la 

distribution relative du positionnement de ces anneaux en fonction de la longueur de la bactérie à 

l’aide du logiciel MicrobeTracker® (Fig. 39B). Nous pouvons constater la présence de trois pics 

significatifs dans les souches sauvages et celles exprimant la forme phosphomimétique de CpsD. 

Ces pics correspondent à FtsZ au septum en cours de constriction (position 1/2) et à son 

repositionnement aux deux futurs septa (positions 1/3 et 2/3) des deux cellules filles. Dans la 

souche mutante exprimant CpsD3YF, la distribution relative des anneaux de FtsZ est plus diffuse 

et répartie tout le long de la cellule. Cependant, ces anneaux sont toujours majoritairement 

localisés et formés aux positions 1/3, 1/2 et 2/3. Ces observations montrent que la 

phosphorylation de CpsD n’impacte pas le positionnement de FtsZ et son assemblage en anneau. 

Par contre, l’anneau de FtsZ est bloqué et incapable d’induire la constriction de la cellule dans 

laquelle CpsD ne peut pas être phosphorylée.  
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Figure 39 : Analyse de la localisation de la protéine FtsZ 
(A) Les images de gauche correspondent au contraste de phase superposé au signal fluorescent détecté alors que 

celles de droite correspondent au signal de fluorescence seul. L’anneau de FtsZ se forme correctement dans tous les 
mutants. Cependant, son incapacité à se fermer dans la souche exprimant la forme non phosphorylée de CpsD 

(cpsD3YF) conduit à une multiplication de ces anneaux. (B) Etude statistique de la position relative des anneaux de 
FtsZ en fonction de la longueur de la bactérie. Les flèches rouges correspondent aux positions 1/3 et 2/3 alors que la 

flèche orange indique la position 1/2. Malgré leur multiplication, les anneaux de FtsZ formés dans les souches 
exprimant la forme non phosphorylée de CpsD semblent être correctement localisés. (C) Courbes de croissance 
réalisées sur la souche sauvage (D39) et le mutant ftsZ-gfp. Ces deux courbes se superposent parfaitement. (D) 

Immunomarquage in vivo des CPS produits dans la souche ftsZ-gfp. L’image de gauche correspond au contraste de 
phase superposé au signal fluorescent détecté alors que celle de droite correspond au signal de fluorescence seul. Les 
CPS sont présents tout autour de la bactérie comme dans une une souche sauvage (Fig. 31). Barres d’échelle = 1 μm 
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 II.8 La ségrégation de l’ADN chromosomique dépend de l’état de phosphorylation 

de CpsD 

 

Dans le but de comprendre pourquoi les cellules exprimant CpsD3YF sont bloquées en 

septation, nous avons analysé la localisation de l’ADN chromosomique de ces bactéries (Fig. 40). 

Pour ce faire, les membranes plasmiques ont été colorées à l’aide du colorant FM4-64 et le 

colorant DAPI a été utuilisé pour visualiser l’ADN chromosomique. L’ADN chromosomique des 

cellules exprimant la forme non-phosphorylée de CpsD (CpsD3YF) est diffus et semble occuper 

l’ensemble du cytoplasme de la bactérie (Fig. 40). Ces observations suggèrent que ce défaut de 

localisation du chromosome pourrait être responsable de l’allongement des cellules.  

 

                     
 

Figure 40 : Localisation de l’ADN chromosomique 
Les images de gauche correspondent au signal de DAPI (bleu), permettant de colorer l’ADN chromosomique, alors 
que celles de droites correspondent à la superposition de ce signal et de celui obtenue à l’aide du colorant FM4-64 

(rouge), permettant de colorer la membrane plasmique. Une élongation des cellules et de l’ADN est observée chez le 
mutant exprimant la forme phosphoablative de CpsD (cpsD3YF). Barres d’échelle = 1μm  

 

Afin d’analyser de façon plus rigoureuse et statistique les défauts d’ADN chromosomique 

observés, nous avons étudié, en collaboration avec l’équipe du Dr. Veening de l’Université de 
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Groningen aux Pays-Bas, la localisation d’une protéine se liant à l’ADN, la protéine HlpA 

(« Histone-like protein A »), fusionnée à la RFP (Tab. 5). Les cellules observées ont été classées 

selon le profil de distribution de leur ADN chromosomique. Ainsi, les cellules en début de cycle 

cellulaire contenant un nucléoïde condensé ainsi que les cellules en cours de cycle cellulaire 

contenant deux nucléoïdes sont considérées comme caractéristiques d’un processus de division 

normal. On peut remarquer que plus de 90 % des cellules possèdent cette distribution du 

nucléoïde dans la souche sauvage et la souche cpsD3YE. De manière frappante, ce pourcentage 

descend en dessous de 70 % dans le mutant cpsD3YF suggérant que la réplication et la séparation 

des deux chromosomes fils sont impactées. Cette observation est renforcée par l’augmentation du 

nombre de cellules présentant un défaut des nucléoïdes (allongé, diffus voire absent). En effet, ce 

défaut est observé dans 30 % des cellules exprimant cpsD3YF alors qu’il est retrouvé uniquement 

dans 6.3 % et 4.3% des cellules sauvages ou exprimant cpsD3YE, respectivement.  

 

 
 

Tableau 5 : Analyse des défauts de conformation de l’ADN chromosomique 
La présence d’un ou de deux nucléoïdes par cellules est considérée comme un état normal. Les nucléoïdes allongés, 
non condensés ou absent sont considérés comme anormaux. Les nombres en rouge et vert correspondent à la somme 

des états normaux ou anormaux. 30 % des cellules exprimant la forme phosphoablative de CpsD présentent des 
défauts de conformation de l’ADN chromosomique. 

 

 L’ensemble de ces données montre que l’autophosphorylation de CpsD n’est pas 

nécessaire à la localisation de l’anneau de FtsZ au septum de division mais qu’elle est requise 
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pour la constriction de celui-ci. De plus, cette autophosphorylation est nécessaire à la réplication 

et/ou à la ségrégation de l’ADN chromosomique dans les deux cellules filles. Cette dernière 

observation montre que l'autophosphorylation de CpsD pourrait intervenir dans la ségrégation du 

chromosome qui, s’il est mal ségrégé, pourrait créer un phénomène d’exclusion du nucléoïde 

artificiel bloquant la constriction de l’anneau FtsZ et induisant l’allongement des cellules.  

 

 II.9 CpsD agit sur la mobilité de la protéine ParB 

 

 Afin de tester notre hypothèse et visualiser si l’absence de phosphorylation de CpsD agit 

négativement sur la ségrégation des chromosomes, nous avons construit une souche dans laquelle 

nous pouvons suivre la localisation de CpsD en même temps que celle de ParB (Fig. 41). Pour 

cela, CpsD est fusionnée à la RFP et ParB à la GFP. La fonctionnalité de ces deux protéines 

fusionnées à des protéines fluorescentes a été contrôlée par le suivi de la croissance bactérienne 

de cette souche (Fig. 41B) ainsi que par la présence de CPS à sa surface par immunomarquage in 

vivo (Fig. 41C). Comme expliqué dans l’exposé bibliographique (cf § III.3), ParB est une 

protéine se liant à l’origine de réplication de l’ADN chromosomique au niveau des sites parS. 

Bien que les mécanismes sous-jacents demeurent méconnus, cette protéine est reconnue comme 

intervenant dans la ségrégation des chromosomes. Nous avons donc suivi la localisation de CpsD 

et ParB dans la cellule vivante par microscopie « time-lapse » en prenant des images toutes les    

5 min. Comme cela a déjà été décrit, CpsD se localise au septum bactérien (Henriques et al., 

2011) et ParB est localisée au niveau du futur septum (Minnen et al., 2011) (Fig. 41A). 

Cependant, nous pouvons constater qu’au cours du cycle cellulaire, CpsD commence à se 

déplacer au futur septum avant la fin de la constriction. De plus, l’arrivée de CpsD au futur 

septum coïncide avec la migration des protéines ParB en direction du septum suivant (Fig. 41A). 

Ainsi, il semblerait qu’il y ait un lien entre la migration de ParB et celle de CpsD. Ces 

observations suggèrent que l’arrivée de CpsD au septum de division pourrait servir de signal pour 

initier la ségrégation des chromosomes fils. 
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Figure 41 : Dynamique de la localisation de CpsD et ParB 
(A) CpsD (en rouge) est localisée au septum en cours tandis que ParB (en vert) est localisée aux futurs septa. Au 

cours du cycle cellulaire, CpsD migre vers le futur septum avent que la constriction bactérienne ne soit terminée et 
ParB commence à migrer vers le septum suivant après l’arrivée de CpsD. (B) Courbes de croissance réalisées sur la 

souche sauvage (D39) et le mutant cpsD-rfp parB-gfp. (C) Immunomarquage in vivo des CPS produits dans la 
souche cpsD-rfp parB-gfp. L’image de gauche correspond au contraste de phase superposé au signal fluorescent 

détecté alors que celle de droite correspond au signal de fluorescence seul. Les CPS sont présents tout autour de la 
bactérie comme dans une une souche sauvage (Fig. 31). Barres d’échelle = 1 μm 

 

Pour valider cette hypothèse, nous avons réalisé, en collaboration avec le Dr. Veening de 

l’Université de Groningen aux Pays-Bas, une analyse de la mobilité de ParB dans nos différents 

mutants (Fig. 42). Pour ce faire, nous avons utilisé une technique de microscopie haute 

résolution, la microscopie à fluorescence à réflexion interne totale (TIRF). Cette approche nous a 

permis de visualiser que, dans le mutant exprimant la forme non phosphorylée de CpsD 

(cpsD3YF), la protéine ParB est moins mobile que dans la souche sauvage (D39) alors que sa 

mobilité est augmentée dans la souche exprimant la forme phosphomimétique de CpsD 

(cpsD3YE) (Fig. 42). Ces observations montrent que l’autophosphorylation de CpsD intervient 

dans la mobilité de la protéine ParB et sont donc cohérentes avec notre hypothèse proposant que 

CpsD, en fonction de son état de phosphorylation, impacte la ségrégation de l’ADN 

chromosomique. 

 

B 

A 

C 
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Figure 42 : Contrôle de la mobilité de ParB 
La mobilité de ParB dans nos différents mutants a été contrôlée in vivo par microscopie haute résolution à réflexion 

interne totale. ParB est moins mobile dans la souche exprimant la forme phosphoablative de CpsD alors qu’il est plus 
mobile en présence de la forme phosphomimétique de CpsD 

 

 II.10 CpsD interagit avec la protéine ParB 

 

Il est intéressant de noter que les BY-kinases appartiennent à la famille des protéines à   

P-loop de type Mrp/MinD dans laquelle on retrouve les protéines MinD, nécessaire à la 

localisation de l’anneau de FtsZ, et ParA, impliquée dans la ségrégation des chromosomes via la 

protéine ParB (Leipe et al., 2002). Au vu des résultats obtenus, un modèle structural de CpsD, 

réalisée par le Pr. Nessler de l’Université Paris-Sud à l’aide de la structure de CapA1cytoB2 

(Olivares et al., 2008), a été comparé à la structure de ParA obtenue chez Thermus thermophilus 

(Leonard et al., 2005). Cette approche a permis de confirmer que CpsD est un homologue 

structural de la protéine ParA (Fig. 43). 
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Figure 43 : Comparaison de la structure cristallographique de ParA (2BEK) avec la modélisation structurale 
de CpsCcyto-CpsD 

 

 A partir de là, nous avons imaginé que CpsD pourrait utiliser cette ressemblance avec les 

protéines ParA pour moduler la fonction de ParB dans la ségrégation des chromosomes fils. Nous 

avons donc, dans un premier temps, testé si CpsD, comme les protéines ParA, pouvait interagir 

avec l’ADN de manière aspécifique (Fig. 44). Pour cela, nous avons utilisé deux stratégies. La 

première est une stratégie in vitro dans laquelle nous avons testé la capacité de CpsD à interagir 

avec un fragment d’ADN de 700 pb. La seconde est une stratégie in vivo consistant en la 

surexpression de CpsD fusionnée à la GFP chez E. coli. Les bactéries obtenues sont ensuite 

traitées au colorant DAPI afin de voir si CpsD colocalise avec le nucléoïde. Ces deux expériences 

n’ont pas permis de démontrer que CpsD était capable d’interagir aspécifiquement avec l’ADN 

car aucun retard de migration du fragment d’ADN ni aucune colocalisation entre CpsD et le 

nucléoïde d’E. coli n’ont été observés (Fig. 44).  

  
 

Figure 44 : CpsD n’interagit pas avec l’ADN  
(A) Test d’interaction in vitro à l’aide d’un fragment PCR de 700 pb. Aucune modification de la migration de ce 

fragment n’est observée. (B) Test d’interaction in vivo chez E. coli. L’image de gauche correspond au signal 
fluorescent détecté à l’aide de la fusion CpsD-GFP (vert) alors que celle de droite correspond à la superposition de ce 

signal avec celui obtenue par la coloration de l’ADN chromosomique à l’aide du DAPI (bleu). CpsD ne colocalise 
pas avec le nucléoïde. Barres d’échelle = 1 μm 
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Dans un second temps, la capacité de CpsD à interagir avec ParB a été testée. Nous avons 

tout d’abord testé cette interaction par thermophorèse, en collaboration avec le Dr Morlot de 

l’IBS à Grenoble (Fig. 45). Nous avons utilisé la chimère CpsCcyto-CpsD de la souche TIGR4 qui 

possède une meilleure solubilité et stabilité dans nos conditions de purification. ParB a été 

marquée à l’aide d’un fluorophore afin de suivre sa mobilité sous l’effet de la chaleur. Nous 

avons alors comparé l’interaction de ParB avec la chimère CpsCcyto-CpsD et une chimère 

CpsCcyto-CpsD4YF pour laquelle les résidus tyrosyles du cluster de tyrosines sont mutés en 

phénylalanines mimant ainsi un état non-phosphorylé de la protéine. Nous avons observé que 

CpsCcyto-CpsD et ParB était capable d’interagir directement avec un KD de 3,7 +/- 0,2 μM (Fig. 

45A). De plus nous avons constaté qu’en absence de phosphorylation, l’affinité entre ces deux 

protéines diminuait. En effet, CpsCcyto-CpsD4YF et ParB sont toujours capables d’interagir 

ensemble mais avec une affinité sept fois plus faible (KD = 23,7 +/- 0,8 μM) (Fig. 45B). Ainsi, il 

semblerait que, comme ParA, CpsD soit capable d’interagir avec ParB et que cette interaction 

serait modulée par l’état de phosphorylation de CpsD. A ce jour, ces expériences n’ont été 

réalisées qu’une seule fois et devront être reproduites. 

 

Afin de confirmer ces observations in vivo, nous avons construit différentes souches de 

pneumocoque dans lesquelles CpsD et ses formes mutées, CpsD3YE et CpsD3YF, sont 

fusionnées à une étiquette 6-histidines et ParB est fusionnée à la GFP. Un extrait protéique total 

est préparé à partir d’une culture de ces bactéries et la protéine ParB est immuno-précipitée par 

un anticorps anti-GFP. Les fractions obtenues ont ensuite été analysées par SDS-PAGE et 

immuno-révélées par des anticorps anti-6His après électrotransfert du gel sur une membrane de 

PVDF (Fig. 46). Cette expérience permet donc de voir si CpsD est co-purifiée avec ParB. Nous 

avons observé que CpsD est spécifiquement capable d’interagir in vivo avec ParB et que cette 

interaction est dépendante de l’état de phosphorylation de CpsD. En effet, on peut noter que 

CpsD est co-purifiée en plus grande quantité lorsqu’elle est sous sa forme phosphomimétique 

(CpsD3YE) (Fig. 46). 
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Figure 45 : CpsD interagit avec ParB de manière phosphorylation dépendante 
Mesures d’affinité de ParB contre des concentrations croissantes des chimères CpsCcyto-CpsD (A) et CpsCcyto-

CpsD4YF (B) de la souche TIGR4 du pneumocoque. Fnorm : fluorescence normalisée (fluorescence après 
thermophorèse/fluorescence initiale). Les concentrations des chimères sont rapportées sur l’axe des abscisses et sont 
exprimées en nM. ParB et CpsCcyto-CpsD interagissent avec un KD de 3,7 +/- 0,2 μM alors que ParB interagit avec 

CpsCcyto-CpsD4YF avec un KD de 23.7 +/- 0,8 μM soit une affinité sept fois inférieure.  
  

 L’ensemble de ces observations montre que CpsD ne possède pas toutes les propriétés 

des protéines ParA. Cependant, son homologie structurale avec ParA est vraisemblablement à la 

base de son interaction avec ParB. De plus, nous montrons que cette interaction est modulée in 

vitro et in vivo par la phosphorylation de CpsD. Ces données sont donc cohérentes avec les 

défauts de mobilité de la protéine ParB (Fig. 42) dans le mutant exprimant la forme non-

phosphorylée de CpsD. Il peut être proposé que le pneumocoque ait pu développer un mécanisme 

original permettant de coordonner la synthèse de la capsule polysaccharidique à la ségrégation 

des chromosomes. En effet, lorsque la machinerie de production de la capsule est active, CpsD 

B 
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est autophosphorylée. Elle peut alors signaler à ParB d’initier la ségrégation des chromosomes. A 

l’inverse, quand CpsD n’est pas phosphorylée, son interaction avec ParB est affectée et résulte 

dans une mobilité réduite de ParB. Cette dernière serait à l’origine d’une ségrégation des 

chromosomes moins efficace générant un phénomène d’exclusion du nucléoïde et donc un retard 

de septation conduisant à l’allongement des cellules. 

 

 
 

Figure 46 : Co-purification de CpsD et ParB 
(A) La présence de CpsD est visualisée grâce à un anticorps dirigé contre l’étiquette 6-histidines. La quantité de ParB 

purifiée est contrôlée à l’aide d’un anticorps anti-GFP. CpsD est co-purifiée avec la protéine ParB. Cette co-
purification est plus efficace lorsque CpsD est dans sa forme phosphomimétique (CpsD3YE). (B) Quantification des 

signaux de co-purification de CpsD et ParB. Ce graphe illustre le ratio de signal CpsD/ParB. Le ratio obtenu pour 
l’interaction CpsD3YE/ParB est considéré comme 100 %. 

 

 II.11 La virulence du pneumocoque dépend de l’état de phosphorylation de CpsD  

 

 La production de capsule et la capacité à se diviser sont deux éléments indispensables à 

une infection réussie de l’hôte par le pneumocoque. Nous avons étudié les conséquences de la 

phosphorylation et déphosphorylation de CpsD dans la virulence du pneumocoque. Pour ce faire, 

le modèle d’infection Galleria mellonella (Evans et Rozen, 2012) a été infecté par nos différents 

mutants. Les contrôles d’infections ont été réalisés soit avec la souche pathogène D39 sauvage, 

soit avec la souche de laboratoire R800 ne produisant pas de capsule (Fig. 47). La première 

souche conduit à une mort de 50 % des larves en 24 h alors que ce taux de mortalité n’est pas 

atteint après 144 h avec la souche R800. Ce résultat est également obtenu avec la souche cpsD 

qui n’exprime pas correctement la capsule tout autour de la cellule. Nous avons également 

observé que l’expression de la forme phosphomimétique de CpsD, qui conduit à une production 

A B 
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normale de capsule et qui n’affecte pas la division du pneumocoque, n’impacte pas la virulence 

du pneumocoque même s’il semble que la mort des larves surviennent moins rapidement au cours 

des cents premières heures post-infection. A l’inverse, l’expression de la forme non-phosphorylée 

de CpsD affecte la virulence du pneumocoque et induit la mortalité de moins de 40 % des larves 

à 144 h post-infection. Il est raisonnable de proposer que la septation réduite des cellules et la 

production altérée de capsule sont directement responsables de ce défaut de virulence.  

 

 
 

Figure 47 : Test de virulence sur Galleria mellonella 
Représentation du taux de survie des larves en fonction du temps après infection. Les barres d’erreur représentent 

l’écart moyen à la moyenne obtenu grâce à la réalisation en triplicat de l’infection de dix larves. Les mutants cpsD 
et cpsD3YF se comportent comme la souche non virulente R800 alors que le mutant cpsD3YE conduit au même taux 

de mortalité que la souche sauvage. Cependant, il semblerait que la mortalité des larves après infections par ce 
mutant soit plus lente. 
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Analyse comparative de l’activation des 

tyrosine-kinases CapB1 et CapB2 par leurs 

modulateurs transmembranaires CapA1 et 

CapA2 chez Staphylococcus aureus 
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 Chez S. aureus, deux BY-kinases (CapB1 et CapB2) ainsi que deux modulateurs 

transmembranaires (CapA1 et CapA2) ont été identifiés (Soulat et al., 2006). CapA1 et CapB1 

sont codées par des gènes appartenant à l’opéron cap codant pour des protéines intervenant dans 

la synthèse et l’export des polysaccharides capsulaires alors que les gènes codant pour CapA2 et 

CpaB2 se trouvent ailleurs dans le génome. Malgré le fait que ces deux BY-kinases partagent 

plus de 70 % de similarité de séquence, seule CapB2 possède la capacité à s’autophosphoryler in 

vitro. CapA1 et CapA2 possèdent également une similarité de séquence élevée (72 % d’identité 

sur l’extrémité C-terminale). De plus, le résidu phénylalanyle permettant la fixation du nucléotide 

est conservé en dernière (CapA2) ou avant-dernière position (CapA1). Cependant, il a été montré 

que l’activation de l’autophosphorylation de CapB2 était plus efficace en présence de CapA1 

qu’en présence de son modulateur associé CapA2 (Soulat et al., 2006). 

 

 Afin de comprendre les différences entre ces observations, nous avons résolu, en 

collaboration avec l’équipe du Pr. Nessler de l’Université Paris-Sud, les structures 

cristallographiques des chimères CapA1cytoB1 et CapA2cytoB2. La comparaison de ces structures 

avec celle de CapA1cytoB2, obtenue lors d’une précédente étude (Olivares-Illana et al., 2008), 

nous a permis d’identifier quelques différences structurales qui pourraient expliquer l’absence 

d’activité kinase de CapB1 ou encore la différence d’activité de CapB2 en présence de CapA1 et 

de CapA2. 

 

 Dans un premier temps, nous avons étudié la raison pour laquelle le modulateur 

transmembranaire CapA2 stimulait l’autophosphorylation de CapB2 avec moins d’efficacité que 

le modulateur CapA1. Lors de l’étude réalisée sur la chimère CapA1cytoB2, il a été montré que la 

fixation de l’ATP était stabilisée par la présence du résidu phénylalanyle en avant dernière 

position de CapA1. Ce résidu est conservé dans CapA2 mais se situe en dernière position. La 

diminution de l’efficacité de CapA2 à activer l’autophosphorylation de CapB2 pourrait donc être 

expliquée par l’absence du dernier résidu asparaginyle de CapA1 qui interagit avec l’extrémité N-

terminale de CapB2. En effet, ce résidu interagit avec le résidu asparaginyle en position 3 de 

CapB2 et forme des liaisons hydrogènes avec les chaînes principales des résidus 1 et 2 de CapB2. 

L’ensemble de ces interactions conduit à la formation d’une plateforme permettant l‘interaction 

avec les résidus tyrosyles phosphorylables. 
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 Afin de confirmer l’importance de ce résidu asparaginyle, nous avons produit le fragment 

C-terminal de CapA1 sans ce résidu puis nous avons testé sa capacité à activer 

l’autophosphorylation de CapB2. Nous l’avons également comparé à celle induite par le fragment 

C-terminal de CapA1. Malheureusement cette délétion n’affecte pas la capacité de CapB2 à 

s’autophosphoryler in vitro. De plus, l’ajout d’un résidu asparaginyle à la fin de CapA2 n’est pas 

suivi d’effet. Bien que ces observations ne permettent pas d’expliquer la différence de 

comportement de CapB2 vis-à-vis de ces deux modulateurs transmembranaires, on ne peut pas 

exclure qu’une protéine intermédiaire puisse intervenir in vivo dans l’activation de CapB2 par 

CapA2. De plus, les extrémités N-terminales de ces modulateurs sont également cytoplasmiques 

et n’ont jamais été étudiées. Ces extrémités pourraient ainsi intervenir dans ces mécanismes de 

régulation. Enfin, on ne peut pas exclure le fait que la faible activation de CapB2 par CapA2 n’ait 

aucune pertinence physiologique. 

 

 Dans un second temps, nous avons étudié le fait qu’aucune activation de 

l’autophosphorylation de CapB1 n’ait été détectée que ce soit en présence de CapA1 comme de 

CapA2 (Soulat et al., 2006). Lors de l’analyse de la structure cristallographique de la chimère 

CapA1cytoB1 nous avons observé que, malgré son incapacité à s’autophosphoryler, cette chimère 

était incapable de former la structure octamérique observée avec la chimère CapA1cytoB2 non 

phosphorylée. Cette oligomérisation est réalisée à l’aide de deux motifs. Le premier, le domaine 

conservé EX2RX2R, permet de réaliser des liaisons hydrogènes avec la protéine voisine (Jadeau 

et al., 2008) et est essentiel à la transphosphorylation des BY-kinases. Le deuxième domaine 

intervenant dans cette interaction n’est autre que le cluster de tyrosines. Les résidus impliqués 

dans la fixation du cluster de tyrosines chez CapB2 sont tous conservés dans CapB1 à l’exception 

de quelques résidus de l’extrémité N-terminale tels que l’arginine 5 et l’asparagine 3 

respectivement remplacées par un glutamate et une lysine. L’altération de ces résidus intervenant 

à la fois dans l’interaction avec le cluster de tyrosines et avec le modulateur transmembranaire 

pourrait donc expliquer l’absence d’activité kinase observée avec CapB1.   

 

Afin de tester cette hypothèse nous avons inversé ces fragments dans CapB1 et CapB2 

puis nous avons testé la capacité de ces nouvelles protéines à s’autophosphoryler, ou à 

phosphoryler différents substrats. Ces mutations n’ont pas permis de restaurer une activité kinase 

à CapB1 ni d’annihiler celle de CapB2. Cette observation montre que ces résidus n’ont pas un 



 
 

127 

rôle essentiel dans l’activité des BY-kinases comme les structures cristallographiques le 

suggéraient.  

 

 L’ensemble de ces résultats conduit à la question du rôle biologique des couples de 

protéines homologues CapA1/B1 et CapA2/B2. La réponse à cette question est alors discutée 

avec un exposé des différentes interprétations possibles et notamment que CapB1 pourrait 

représenter le premier exemplaire de pseudo-tyrosine-kinase bactérienne. 

  

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Pr. Sylvie Nessler de 

l’Université Paris-Sud et mon travail a principalement consisté au clonage, à la mutagénèse et à 

la purification des protéines et/ou domaines nécessaires et à la réalisation des tests de 

phosphorylation pour évaluer l’importance de différents acides aminés pointés par l’analyse par 

cristallographie. 
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Etude de l’interaction entre la tyrosine-kinase 

Wzc et sa phosphatase associée Wzb chez 

Escherichia coli 
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Le modèle actuel de régulation de la production des polysaccharides extracellulaires 

propose que des cycles de phosphorylation et déphosphorylation des BY-kinases soient régulés 

par une phosphotyrosine-phosphatase associée. Malgré les nombreuses études montrant le rôle 

essentiel des paires BY-kinase/phosphatase dans le contrôle des processus régulés par la 

phosphorylation des BY-kinases, aucune information concernant les motifs nécessaires à 

l’interaction entre les protéines de ces deux familles n’avaient été mis en évidence. Notre étude 

couplant des résultats de résonnance magnétique nucléaire (RMN) à des approches de biochimie 

et de cinétique enzymatique a permis de mettre en évidence, pour la première fois, des éléments 

structuraux intervenant dans l’interaction entre Wzc, une des BY-kinases d’E. coli, et sa LMW-

PTP associée, Wzb. 

 

Dans un premier temps, une analyse des interactions entre le domaine cytoplasmique de 

Wzc (WzcCD) et Wzb a été réalisée par résonnance plasmonique de surface. Afin de visualiser 

l’importance du cluster de tyrosines dans cette interaction, une forme tronquée de ce cluster a été 

construite. Cette approche nous a permis d’identifier que l’interaction entre ces deux protéines 

était majoritairement due à une surface autre que le cluster de tyrosines. Basées sur cette 

observation, des études de RMN ont été réalisées à partir de mélanges de WzcCD tronquée de son 

cluster de tyrosines et de Wzb dans des proportions variées. Nous avons observé que les résidus 

pour lesquels les signaux de RMN sont significativement diminués se situent au niveau de 

l’hélice contenant le motif EX2RX2R important pour l’oligomérisation des BY-kinases. Le rôle 

de ce motif a alors été confirmé par des approches biochimiques révélant que des mutations au 

sein de ce dernier affectaient la capacité de WzcCD à interagir avec et à être déphosphorylée par 

Wzb. Cette première observation montre que Wzb pourrait, au-delà de son rôle de phosphatase, 

permettre le maintien de l’état faiblement phosphorylé de Wzc en empêchant la réassociation des 

monomères et donc la transphosphorylation de Wzc.  

 

Dans un second temps, nous avons observé par RMN que la surface d’interaction mise en 

jeu au niveau de Wzb se trouve à proximité de son site catalytique et ce malgré l’absence de 

substrat potentiel (le cluster de tyrosines n’est pas présent dans cette étude). En effet, les résidus 

dont le signal semble être le plus perturbé se situent au niveau de la séquence C9X5R15(T/S) 

permettant l’attaque nucléophile du résidu phosphorylé et la stabilisation de l’état de transition. 

Cependant, ces modifications ne sont pas visibles en présence de phosphate. Ces observations 

semblent traduire un effet allostérique de l’interaction WzcCD/Wzb au niveau du site catalytique 
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de Wzb. Nous avons également observé que la résonance du résidu tyrosyle 117 était modulée 

par cette interaction. Le rôle central de ce résidu hautement conservé dans la stabilisation du 

substrat, afin d’assurer une bonne orientation de ce dernier dans la poche catalytique de Wzb, a 

été confirmé par le fait que l’activité phosphotyrosine-phosphatase de Wzb est largement 

diminuée lorsque ce résidu est muté en alanine. 

 

Pour conclure, nous avons montré, dans cette étude, les premières évidences 

mécanistiques de l’interaction entre une BY-kinase, Wzc, et sa phosphotyrosine-phosphatase 

associée, Wzb. Ces travaux constituent également une première avancée au sujet de la 

reconnaissance par les LMW-PTPs de leurs substrats spécifiques. 

 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr. Ranajeet Ghose du City 

College of New-York et mon travail a principalement consisté au clonage et à la purification des 

protéines nécessaires, à la réalisation des tests de phosphorylation et à la réalisation et l’analyse 

des cinétiques enzymatiques. 
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Dans la première partie de ce travail, j’ai caractérisé le rôle de l’autophosphorylation de la 

BY-kinase CpsD dans la synthèse et l’export des polysaccharides capsulaires de la bactérie 

pathogène S. pneumoniae. J’ai tout d’abord confirmé que la séquence C-terminale du modulateur 

transmembranaire CpsC était nécessaire à son interaction avec CpsD ainsi qu’à 

l’autophosphorylation de ce dernier comme cela avait été décrit chez S. aureus avec l’activateur 

transmembranaire CapA1 et la BY-kinase CapB2 (Olivares-Illana et al., 2008). A partir de ces 

observations, nous avons contrôlé la production de capsule dans un mutant n’exprimant pas 

l’extrémité C-terminale de CpsC. Dans cette souche, la capsule polysaccharidique n’est pas 

produite tout autour de la bactérie. En effet, la capsule est absente au niveau du site de division. 

Le même phénotype est observé dans un mutant déficient pour l’expression de CpsD. J’ai 

également observé que la BY-kinase CpsD délocalisait en absence de l’extrémité C-terminale de 

CpsC. Ces données montrent que l’interaction entre CpsC et CpsD est non seulement requise 

pour l’autophosphorylation de CpsD mais également pour sa localisation septale. De plus, la 

présence de CpsD active au septum est nécessaire pour la synthèse de polysaccharides capsulaires 

au site de division du pneumocoque. Afin d’étudier plus en profondeur ces défauts de capsule, 

j’ai localisé la machinerie de synthèse du polysaccharide capsulaire dans ces différentes souches 

en utilisant la polymérase CpsH comme marqueur du fait de son rôle central au sein de cette 

machinerie multi-protéique. Cette approche m’a tout d’abord permis de visualiser que, dans une 

souche sauvage, CpsH est localisée au site de division de la bactérie. Cette observation montre 

que la synthèse de la capsule est uniquement effectuée au site de division et n’est pas en accord 

avec l’hypothèse avancée par Henriques et ses collaborateurs (Henriques et al., 2011) proposant 

l’existence de deux machineries de synthèse. Cette observation implique néanmoins l’existence 

d’un mécanisme permettant le recouvrement de l’ensemble de la cellule par la capsule produite 

au site de division. Il a récemment été démontré que le gène cpsA, présent dans l’opéron cps, 

code pour une protéine permettant de transférer les précurseurs polysaccharidiques liés à leur 

transporteur lipidique sur le peptidoglycane (Kawai et al., 2011). Sachant que le peptidoglycane 

nécessaire à la croissance cellulaire est également produit uniquement au site de division, une 

hypothèse intéressante serait que la répartition de la capsule tout autour de la cellule soit médiée 

par l’allongement cellulaire via la synthèse de peptidoglycane. J’ai également observé qu’au-delà 

de la délocalisation de CpsD, CpsH et donc la machinerie de synthèse de la capsule est 

délocalisée en absence de l’extrémité C-terminale de CpsC. Il semblerait donc que la capsule 

visible aux anciens pôles de la bactérie puisse correspondre à une synthèse « résiduelle » et être le 

fruit d’une machinerie de synthèse ne fonctionnant pas de façon optimale du fait de l’absence de 
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colocalisation de l’ensemble des acteurs. La capsule détectée par notre approche ne serait alors 

qu’une accumulation de capsule au niveau des zones les plus anciennes de la bactérie.  

 

A partir des observations réalisées chez E. coli, qui est la bactérie modèle la plus étudiée 

pour comprendre les mécanismes de transport du polysaccharide capsulaire, deux modèles de 

transport des polysaccharides capsulaires ont pu être proposés. Un premier modèle propose que 

les polysaccharides soient exportés au travers de la membrane interne par l’action d’une flippase 

dont l’activité n’est pas encore démontrée. Un deuxième modèle propose que l’octamère formé 

par les BY-kinases dans leur forme non-phosphorylée puisse servir de canal emprunté par le 

polysaccharide afin de traverser la membrane plasmique (Olivares-Illana et al., 2008 ; Béchet et 

al., 2010). La capsule polysaccharidique étant un composé très hydrophile il n’est bien 

évidemment pas concevable qu’il y ait une diffusion passive de ce composé au travers des lipides 

membranaire. La présence, même résiduelle, de polysaccharides à la surface de la bactérie en 

absence de CpsD est donc en faveur de la première hypothèse. Ainsi, l’octamère formé par les 

BY-kinases pourrait servir d’échafaudage pour le recrutement de l’ensemble des composants de 

la machinerie de synthèse et d’export des polysaccharides. La délocalisation de la polymérase 

CpsH, en absence de CpsD, est cohérente avec cette proposition. 

 

Dans un second temps, j’ai construit des souches dans lesquelles les résidus tyrosyles du 

cluster de tyrosines de la BY-kinase CpsD sont remplacés par des phénylalanines ou par des 

acides glutamiques afin de mimer respectivement une forme non-phosphorylable (CpsD3YF) ou 

une forme phosphomimétique de CpsD (Cps3YE). J’ai ensuite analysé la synthèse de la capsule 

polysaccharidique dans ces deux souches. Alors que la souche exprimant la forme 

phosphomimétique de CpsD semble posséder une synthèse de capsule similaire à la souche 

sauvage, la souche exprimant la forme non-phosphorylable possède des défauts de synthèse du 

polysaccharide au niveau du site de division. Comme précédemment, j’ai contrôlé la localisation 

de ces protéines ainsi que celle de la polymérase CpsH dans ces différentes souches. J’ai pu 

constater que malgré la bonne localisation septale de CpsD, et ce quel que soit son état de 

phosphorylation, CpsH est délocalisée lorsque CpsD n’est pas phosphorylée. Ainsi, 

l’autophosphorylation de CpsD n’est pas nécessaire à sa propre localisation mais semble 

nécessaire au recrutement et à l’organisation de la machinerie de synthèse du polysaccharide 

capsulaire au niveau du site de division. 
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De manière inattendue, j’ai également observé que les souches exprimant la forme non-

phosphorylée de CpsD présentaient des défauts de division cellulaire. En effet, ces cellules 

possèdent une longueur largement supérieure à celle de la souche sauvage. Ces observations 

évoquent le phénotype de filamentation observé dans des bactéries affectées dans leur processus 

de division (Patel et Weaver, 2006). Quelle pourrait donc être l’origine de ces défauts de 

division ? Une accumulation de précurseurs polysaccharidiques pourrait induire un tel effet. Cette 

hypothèse a déjà été avancée par l’équipe du Dr Yother qui a observé que l’invalidation des 

gènes codant pour la flippase putative CpsJ ou pour la polymérase CpsH n’était possible qu’en 

présence de mutations suppressives inactivant la glycosyl-transférase CpsE (Xayarath et Yother, 

2007). Il a alors été proposé que la létalité de ces mutations soit due à une déstabilisation de la 

membrane plasmique du fait de l’accumulation d’undécaprénol-phosphate-glucose au sein de 

cette dernière. Si cette hypothèse ne peut pas être complétement exclue, l’absence de défauts 

cellulaires dans une souche n’exprimant pas CpsD et le fait que cette mutation ne soit pas létale 

suggèrent que d’autres raisons sont responsables des défauts de division observés dans la souche 

cpsD3YF. En effet, l’observation de l’ADN chromosomique dans cette souche montre que plus 

de 30 % des cellules observées présentent une absence ou des défauts de morphologie de son 

nucléoïde. A partir de ces observations, nous avons émis l’hypothèse que ces défauts de 

morphologie puissent être le résultat de défauts de ségrégation de l’ADN chromosomique qui, s’il 

est mal ségrégé, conduirait à un blocage de la constriction du septum par exclusion du nucléoïde. 

 

Afin de vérifier cette hypothèse nous avons analysé la ségrégation de l’ADN 

chromosomique dans nos différents mutants. Pour ce faire nous avons suivi la mobilité de 

l’origine de réplication oriC du chromosome du pneumocoque en utilisant la protéine ParB 

comme marqueur. En effet, cette protéine interagit avec les séquences parS situées à proximité de 

oriC et est indispensable à la ségrégation des chromosomes fils (Leonard et al., 2005 ; Hester et 

Lutkenhaus, 2007). Le suivi de la mobilité de ParB a été réalisé par une technique de microscopie 

haute résolution : la microscopie à fluorescence à réflexion interne totale (TIRF) en collaboration 

avec le groupe du Pr. Veening de l’Université de Groningen au Pays-Bas. Nous avons observé 

que la mobilité de ParB est affectée en fonction de l’état de phosphorylation de CpsD. En effet, la 

protéine ParB est moins mobile dans les cellules exprimant la forme phosphoablative de CpsD 

que dans celles exprimant la forme phosphomimétique de CpsD. Ainsi, il semblerait que la 

ségrégation de l’ADN chromosomique soit affectée par l’état de phosphorylation de CpsD.  

  



 
 

166 

Il est intéressant de noter que les domaines cytoplasmiques des BY-kinases sont 

structuralement homologues aux protéines de la famille Mrp/MinD parmi lesquelles on retrouve 

la protéine ParA. De manière très intéressante, cette protéine, contrôlant la mobilité de ParB dans 

différents organismes tels que C. crescentus et B. subtilis (Lim et al., 2014), est absente chez le 

pneumocoque. Nous avons donc émis l’hypothèse que CpsD pourrait « mimer » une protéine 

ParA et impacter la ségrégation de l’ADN chromosomique. Différentes propriétés biochimiques 

de la protéine ParA telle que sa capacité à fixer l’ADN ou encore à interagir avec la protéine 

ParB ont été décrites (Leonard et al., 2005 ; Hester et Lutkenhaus, 2007 ; Scholefield et al., 

2011). Nos expériences ont montré que CpsD, bien qu’incapable d’interagir avec l’ADN, est 

capable d’interagir avec ParB. J’ai également observé que cette interaction était dépendante de 

l’autophosphorylation de CpsD. En effet, l’interaction entre ces deux protéines est fortement 

diminuée lorsque CpsD n’est pas phosphorylée que ce soit in vitro comme in vivo.  

 

Quelle serait la raison d’être de la fonction « ParA-like » de CpsD ? Un modèle dans 

lequel la forme non-phosphorylée de CpsD « parasiterait » la fonction de ParB pourrait être 

proposé. En effet, il est largement établit qu’une souche non-capsulée du pneumocoque, dans 

laquelle l’ensemble des gènes codant pour la machinerie de synthèse et d’export de la capsule ont 

été retirés, ne présente aucun problème de division. Le rôle de CpsD dans la division n’est donc 

pas requis. CpsD ne peut donc en aucun cas être qualifiée de protéine ParA et ne peut pas 

prétendre à la fonction de la protéine ParA dans la ségrégation des chromosomes. Plusieurs 

études actuelles montrent que différentes protéines homologues à ParA peuvent agir au niveau de 

la localisation de différents composants tels que l’appareil de chimiotactisme (Ringgaard et al., 

2011) et les facteurs d’assemblage du flagelle (Correa et al., 2005) chez Vibrio cholerae, la 

machinerie de fixation du carbone chez les cyanobactéries (Savage et al., 2010) ou encore les pili 

de type IV chez C. crescentus (Xu et al., 2011). Ainsi, les homologues structuraux des protéines 

ParA semblent avoir des rôles très variés et spécifiques d’une bactérie à l’autre. Par conséquent, 

nos observations suggèrent qu’un processus similaire pourrait exister chez le pneumocoque. Ce 

processus permettrait de positionner la machinerie de synthèse et d’export de la capsule de 

manière à coordonner la production de cette dernière avec le cycle cellulaire du pneumocoque. Il 

s’agirait alors d’un mécanisme permettant à la bactérie de s’assurer qu’elle est protégée par sa 

capsule contre les agressions extérieures avant de se diviser.  
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Nos différents tests d’interaction montrent une plus grande affinité de ParB pour la forme 

phosphomimétique de CpsD. Un résultat différent dans lequel la forme non-phosphorylée de 

CpsD aurait été la plus à même d’interagir avec ParB, interférer avec la ségrégation des 

chromosomes et ainsi signaler que la synthèse de la capsule n’était pas active, aurait pu être 

intuitivement anticipé. En effet, il faut garder en tête que l’autophosphorylation de CpsD est 

requise pour la production de capsule. La présence de CpsD phosphorylée dans la cellule est donc 

le signe que la synthèse de capsule est effective. A partir de là, un système simple impliquant 

uniquement CpsD et ParB semble peu probable. En collaboration avec le Dr. Noirot-Gros de 

l’UMR 1319 MICALIS à Jouy-en-Josas, nous avons d’ores-et-déjà identifié, grâce à une 

approche de chasse en double hybride en système levure, une protéine de fonction inconnue 

capable d’interagir avec CpsD et CpsC (résultats non publiés). De plus, certaines observations 

préliminaires montrent que cette interaction est modulée par la phosphorylation de CpsD 

(résultats non publiés). De manière intéressante, cette protéine est capable d’interagir avec l’ADN 

et est retrouvée dans le génome des pneumocoques non-capsulés. A partir de là, on peut imaginer 

que ce nouveau partenaire puisse participer à la coordination de la production de la capsule avec 

le cycle cellulaire du pneumocoque. Une hypothèse intéressante et actuellement testée au 

laboratoire serait que l’interaction entre ce partenaire et CpsD, en fonction de l’état de 

phosphorylation de CpsD, puisse participer au processus de signalisation.  

 

Une dernière interrogation peut être soulevée : pourquoi le pneumocoque a-t-il besoin de 

la forme non-phosphorylée de CpsD ? En effet, on observe qu’en présence de la forme 

phosphomimétique de CpsD, la bactérie se divise correctement et possède une synthèse normale 

de polysaccharides capsulaires. Une partie de réponse peut être trouvée dans les mécanismes 

d’infection du pneumocoque. Le pneumocoque colonise le mucus présent au sein du nasopharynx 

ou des voies respiratoires supérieures de l’hôte. Il peut, dans certains cas, migrer en direction de 

régions, dites stériles, telles que les voies respiratoires inférieures ou la circulation sanguine. 

Durant son entrée dans les cavités nasales, le pneumocoque rencontre diverses sécrétions de 

mucus. A ce stade, la présence de la capsule, ainsi que la charge négative de ses composants, 

permet au pneumocoque d’échapper à l’emprise de ces sécrétions afin d’atteindre les récepteurs 

de surface des cellules épithéliales. Néanmoins, lors de l’étape d’adhésion aux cellules 

épithéliales, la présence de la capsule serait un désavantage du fait de ses propriétés antiadhésives 

(Weiser et al., 1994). De plus, des études épidémiologiques montrent que des pneumocoques 

non-capsulés sont abondant dans la population humaine et qu’ils servent de « hubs » pour des 
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phénomènes de recombinaison afin de générer des résistances aux antibiotiques (Chewapreecha 

et al., 2014). Ainsi, le pneumocoque aurait besoin d’un mécanisme lui permettant de réguler sa 

production de capsule afin de réaliser l’ensemble de ces étapes d’infection. Cette hypothèse est en 

partie confirmée par nos tests de virulence sur les larves de Galleria mellonella. Cependant, des 

tests complémentaires d’adhésion sur des cellules épithéliales eucaryotes ou des tests de 

virulence sur des organismes plus développés tels que les souris pourraient être réalisés pour 

tester cette hypothèse de manière plus précise. Par ailleurs, une étude récente a montré que 

l’activité de la phosphotyrosine-phosphatase CpsB était dépendante du taux d’oxygène présent 

dans les cultures. Ainsi, en condition de haute concentration en oxygène, l’activité de CpsB est 

augmentée (Geno et al., 2014). Cette augmentation conduirait alors à une déphosphorylation plus 

importante de la BY-kinase CpsD. La présence d’un mécanisme de régulation de la synthèse de 

la capsule polysaccharidique et de la division bactérienne du pneumocoque en fonction du stade 

de l’infection est, par conséquent, parfaitement envisageable. 

 

Dans la deuxième partie de mon travail, j’ai réalisé une analyse comparative des BY-

kinases CapB1 et CapB2 et de leurs modulateurs transmembranaires associés CapA1 et CapA2 

de S. aureus à partir d’observations structurales. De façon surprenante, il avait été observé que, 

malgré plus de 70 % de similarité de séquence, seule CapB2 était capable de s’autophosphoryler 

in vitro. De plus, la partie C-terminale de CapA2 était moins efficace que celle de CapA1 pour la 

stimulation de l’activité autokinase de CapB2 (Soulat et al., 2006). Afin de comprendre ces 

différents mécanismes, nous avons résolu les structures cristallographiques des chimères 

CapA1cytoB1 et CapA2cytoB2 et nous les avons comparées à la structure obtenue à partir de la 

chimère CapA1cytoB2 (Olivares-Illana et al., 2008). Malgré la grande ressemblance entre ces trois 

structures, quelques motifs pouvant expliquer les différences d’activation de 

l’autophosphorylation de CapB2, ainsi que l’inactivité de CapB1, ont été identifiés. Les deux 

principales différences se situent en C-terminal de CapA1, avec la présence d’un résidu 

glutaminyle supplémentaire qui stabiliserait l’interaction entre cette protéine et CapB2, et en N-

terminal de CapB1 et CapB2 avec une séquence de trois résidus aminoacyles successifs différents 

(KKE et NTR) qui interviendraient également dans l’interaction avec le modulateur 

transmembranaire. Afin d’étudier l’importance de ces motifs dans l’activation de 

l’autophosphorylation des BY-kinases ainsi que dans la phosphorylation de substrats connus ou 

universels, nous avons construit de nouvelles protéines par substitution/inversion de ces motifs et 

testé leur activité kinase. L’ensemble des observations que j’ai réalisées ne nous ont 
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malheureusement pas permis de confirmer les hypothèses émises à partir de l’analyse des 

structures cristallographiques. Cependant, nous proposons que le motif retrouvé en N-terminal 

des BY-kinases puisse être responsable de l’inactivité de CapB1. Une hypothèse intéressante 

concernant le rôle de cette extrémité flexible peut être formulée à partir des observations réalisées 

sur les structures des BY-kinases Wzc (Béchet et al., 2010) et Etk (Lee et al., 2008) d’E. coli. En 

effet, ces protéines possèdent une boucle flexible riche en résidus basiques, le « RK cluster », qui 

est essentielle pour la synthèse de l’exopolysaccharide. Il a aussi été proposé que cette région 

intervienne dans l’interaction entre les BY-kinases et les autres composants de la machinerie de 

synthèse du polysaccharide (Béchet et al., 2010). La superposition des structures de CapAcytoB et 

Wzccyto suggère par ailleurs que cette région N-terminale pourrait jouer le même rôle que le RK-

cluster au sein du complexe multiprotéique. Ces interactions pourraient alors être essentielles 

pour l’activité de CapB1 et n’avoir qu’une faible importance pour celle de CapB2.  

 

On ne peut pas non plus écarter l’hypothèse, certes provocante, que CapB1 puisse être 

réellement inactive in vivo. Ainsi, nous pouvons nous demander quel serait l’intérêt, pour S. 

aureus, de conserver un gène codant pour une protéine inactive. Une réponse possible serait liée à 

la duplication des gènes codant pour des BY-kinases dans différents génomes bactériens (Jadeau 

et al., 2008). Ainsi, chez B. subtilis, une situation similaire est retrouvée avec la présence de deux 

BY-kinases. L’une, PtkA, est active alors que l’autre, PtkB ne l’est pas in vitro (Mijakovic et al., 

2003). On peut alors envisager que ces BY-kinases inactives interfèrent avec la fonction 

cellulaire de celles qui sont actives. A partir de cette hypothèse, un parallèle peut être fait avec les 

pseudokinases eucaryotes qui possèdent plusieurs motifs de protéine-kinases mais qui sont 

complètement inactives (Boudeau et al., 2006). Il a d’ailleurs été proposé que ces protéines 

puissent agir comme un échafaudage moléculaire (Qin et Wu, 2012) ou comme un facteur 

allostérique (Jura et al., 2009) afin de promouvoir l’activité des autres protéine-kinases. Ainsi, 

nous pouvons émettre l’hypothèse que CapB1 puisse agir telle une pseudokinase et jouer un rôle 

important dans les processus cellulaires contrôlés par CapB2 tels que la synthèse et l’export des 

polysaccharides extracellulaires. Afin de répondre à l’ensemble de ces questions, des approches 

cellulaires sont aujourd’hui nécessaires. Ces approches nous permettraient en effet de mieux 

comprendre les mécanismes cellulaires mis en place et contrôlés par ces différentes protéines.  

 

 Dans la troisième partie de mon travail, j’ai participé à l’étude des interactions 

régulatrices entre la BY-kinase Wzc d’E. coli et sa phosphotyrosine-phosphatase de basse masse 
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moléculaire associée, Wzb. A partir de la structure du complexe formé pas ces deux protéines, 

obtenue par résonance magnétique nucléaire, nous avons tout d’abord mis en évidence que Wzb 

interagissait avec Wzc au niveau d’une région n’incluant aucun motif catalytique de Wzc mais 

contenant le motif EX2RX2R hautement conservé et connu pour son rôle dans la formation de la 

structure octamérique des BY-kinases (Béchet et al., 2010). Le rôle critique de ce motif dans 

l’interaction entre Wzb et Wzc a alors été contrôlé par des études d’interaction ainsi que des 

approches biochimiques révélant que des mutations au sein de ce motif affectaient la capacité de 

Wzb à déphosphoryler Wzc. Nos résultats montrent qu’au-delà de son rôle dans la 

déphosphorylation directe du cluster de tyrosines, Wzb pourrait également avoir un rôle annexe 

qui consisterait à contrôler la réassociation de l’octamère et la transphosphorylation des BY-

kinases par compétition. Cette interaction pourrait alors permettre d’augmenter l’accessibilité de 

différents substrats tels qu’Ugd au site catalytique des BY-kinases (Grangeasse et al., 2002). 

Notre étude a été réalisée à l’aide du domaine cytoplasmique de Wzc. Nous ne pouvons donc pas 

nous affranchir du fait qu’in vivo la conformation de ce domaine ainsi que les interactions avec 

Wzb puissent être également modulées par les domaines périplasmiques et transmembranaires de 

Wzc comme c’est le cas chez les eucaryotes avec les récepteurs à activité tyrosine-kinase 

(Arkhipov et al., 2013 ; Endres et al., 2013). De plus, cette interaction pourrait également être 

modulée par des modifications post-traductionnelles telle que la phosphorylation. Il a d’ailleurs 

été observé qu’Etp, la phosphotyrosine-phosphatase associée à la BY-kinase Etk, était 

phosphorylée par une kinase encore inconnue au niveau d’un résidu tyrosyle présent dans sa 

boucle D (Nadler et al., 2012). Cependant, aucune expérience ne montre que la tyrosine 

équivalente chez Wzc est elle aussi phosphorylée. 

 

 Nos résultats ont aussi permis de montrer que, lors de l’interaction entre Wzb et Wzc, le 

site catalytique de Wzb était soumis à différents changements conformationnels. Ces 

modifications reflètent un effet allostérique de l’interaction Wzc/Wzb sur le site catalytique de 

Wzb. Wzb est également soumise à de nombreux changements conformationnels au niveau de 

ses boucles P et D en présence de phosphate. L’obtention récente de la première structure 

cristallographique d’une phosphatase en absence de phosphate (Stehle et al., 2012) constitue une 

bonne base afin de comprendre le rôle de ces différentes modifications conformationnelles. En 

effet, lors de cette étude il a été montré que MptpA, la LMW-PTP de M. tuberculosis adopte une 

conformation « ouverte » en absence de phosphate dans laquelle la distance entre les boucles P et 

D est plus élevée qu’au sein de la conformation « fermée » (Madhurantakam et al., 2005). Les 
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modifications conformationnelles observées au niveau de ces deux boucles lors de notre étude 

sont en accord avec cette observation. Nous pouvons également noter que les changements 

conformationnels observés au niveau de la boucle P sont en grande partie réduits en présence de 

phosphate. Ainsi, le groupement phosphate de la phosphotyrosine semble être important pour 

Wzb et la reconnaissance de ses substrats. Le résidu tyrosyle de la phosphotyrosine est quant à lui 

stabilisé par des interactions avec une autre tyrosine présente dans la boucle D de Wzb. Cette 

tyrosine, phosphorylée dans Etp, est fortement conservée au sein des LMW-PTP. Le rôle central 

du résidu tyrosyle dans la stabilisation du substrat est confirmé par la diminution drastique de 

l’activité phosphatase de Wzb lorsque ce résidu est muté en alanine. Au vu de l’ensemble de ces 

résultats, il semblerait que l’interaction entre Wzc et Wzb permette de rapprocher le cluster de 

tyrosines de Wzc du site catalytique de Wzb. La déphosphorylation par Wzb dépend alors de la 

concentration en résidus phosphorylés à proximité de son site catalytique. Cette étude donne les 

premières indications concernant l’interaction entre les BY-kinases et leurs phosphotyrosine-

phosphatases associées. Elle représente ainsi une étape majeure dans la compréhension des 

mécanismes de régulation de la phosphorylation des BY-kinases par les LMW-PTPs. 
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