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Tss : Type six secretion

UV : Ultra-Violet
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|.  Introduction :

Il est désormais établi que les phénomenes bactériens de résistance aux antibiotiques
couramment utilisés deviennent préoccupants. Ces phénomeénes de résistance entrainent une
diminution du nombre de stratégies de lutte lors de l'infection d’un patient [1]. Parmi les
pathogénes pour lesquels ce manque de stratégies disponibles est flagrant on observe les
pathogénes de la famille ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa et les espéces Enterobacter)
[2], [3]. Ces pathogenes échappent aux effets des antibiotiques commerciaux disponibles et
sont donc considérés par 'OMS comme des pathogénes prioritaires pour la recherche et
développement de nouveaux antibiotiques [4]. Parmi ces pathogénes on retrouve P.

aeruginosa, qui est un organisme fréquemment associé aux infections nosocomiales.

I.1. Pseudomonas aeruginosa et infections :

P. aeruginosa est tres répandu dans I’environnement ou il colonise les sols, les surfaces
humides, les plantes et méme le tube digestif de I'homme [5]; il est donc classifié comme
ubiquitaire [6]. C'est une bactérie a Gram négatif qui se présente sous la forme d’un bacille
d’environ 1 um de long. Les colonies sont reconnaissables a leur couleur cyan qui est due en

partie a la sécrétion de pigments tels que la pyocyanine ou la pyoverdine [6].

L'impact de cette bactérie dans les organisations de santé est manifeste puisqu’elle est
a l'origine de 8.5% des infections nosocomiales ce qui correspond a environ 63 750 infections
par an en France (correspondant environ a un Frangais sur 1000) [7]. Les infections
nosocomiales touchent 5% des hospitalisations et sont fréquentes dans les unités de
réanimation et de soins intensifs ou le taux de personnes touchées atteint environ 24%. Cette
propension a l'infection est due a la multitude d’intervention invasive. On retrouve P.
aeruginosa ici, qui est responsable de 40% des déces chez les patients atteints de pneumonie
acquise sous ventilation assistée [8]. Elle est aussi responsable d’infections séveres voir parfois
|étales chez les patients ayant la mucoviscidose, ou elle colonise les voies respiratoires [9]. Les
patients séverement brulés et ceux étant immunodéprimés sont aussi extrémement

vulnérables a cette bactérie.

Grace a son flagelle P. aeruginosa est un bacille motile capable de vivre sous forme
planctonique [10]. Elle est aussi capable de se développer sous forme de biofilm qui est une
structure composée de bactéries et de matrice sécrété par les bactéries elle mémes. Cet
assemblage forme une organisation dense qui accroit le phénoméne de résistance aux

antibiotiques qui ne peuvent accéder qu’aux couches superficielles du biofilm [11]. Ce mode
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de vie est en réalité le mode de vie privilégié des bactéries [12] et c’est sous cette forme que
P. aeruginosa est en majorité présente sur les tissus infectés [13]. Or, une fois I’h6te infecté,
P. aeruginosa est particulierement difficile a combattre car elle comporte de nombreux

facteurs de virulence et de mécanismes de résistance aux antibiotiques.

|.2. Résistance aux antibiotiques chez Pseudomonas aeruginosa :

Comme il a été défini plus tot, P. aeruginosa est un organisme dont la résistance aux
antibiotiques est un réel probléeme sanitaire. Des souches multi-résistantes (non susceptibles
a un agent dans trois catégories d’antimicrobiens différents), extrémement résistantes
(insensibles a au moins un agent dans toutes sauf une ou deux catégories d’antimicrobiens)
et pan-résistantes aux antibiotiques (susceptibles a aucun antimicrobien) sont de plus en plus

fréquentes [14]. Cette résistance provient de plusieurs phénomenes.

D’abord, son enveloppe est peu perméable aux antibiotiques et ceci pour plusieurs
raisons. Premiérement, les porines qui sont des canaux présents a la membrane externe
bactérienne laissent normalement passer de petites molécules y compris les antibiotiques.
Mais chez P. aeruginosa, certaines porines sont imperméables aux antibiotiques voir sont
absentes (chez certaines souches). Deuxiemement, chez P. aeruginosa on note la présence de
pompes a efflux, qui renvoient alors le peu de molécules ayant traversé la paroi dans le milieu
extérieur [15]. Il en résulte une faible concentration d’agents antimicrobiens dans la cellule,
lui conférant une résistance aux molécules utilisées. Certaines pompes qui reconnaissent

plusieurs types de molécules sont associées a des phénotypes de multirésistance [16].

A ces phénomenes s’ajoute la possible présence de la barriere supplémentaire due au
biofilm. En effet le biofilm est capable de créer un gradient de concentration en molécules, et
donc un gradient d’antibiotique. Cette diminution de concentration au sein du biofilm

entraine une augmentation de la résistance des bactéries présentes [17].

En plus de ces mécanismes, P. aeruginosa est capable d’exprimer des enzymes telles
gue les B-lactamases dégradant ou modifiant les antibiotiques les rendant inefficaces [18]. P.
aeruginosa est aussi capable d’acquérir des génes de résistance d’autres organismes a partir

de plasmides, transposons ou bactériophages [16].

|.3. Facteurs de virulence de P. aeruginosa :

En plus de ces résistances intrinseques, P. aeruginosa dispose de nombreux facteurs de

virulence. L'une des souches les plus étudiées est la souche PAO1 dont le génome fut
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séquencé en 2000 [19]. Cette souche est capable d’utiliser de nombreux systemes de
sécrétion dont la présence est corrélée a I'ampleur de la virulence bactérienne. Ces systémes
de sécrétion sont des complexes macromoléculaires qui sont présents dans la paroi
bactérienne et qui permettent I'export de facteurs de virulence depuis le cytoplasme
bactérien vers le milieu extérieur ou directement dans le cytoplasme de cellules cible [20] [21]
[22].

Chez les bactéries a Gram négatif 7 systemes de sécrétion ont été découverts mais leur
présence est variable en fonction des organismes [22]. Chez la souche PAO1 de P. aeruginosa,

on trouve 5 systemes de sécrétion différents, le SSTIV étant absent [22].

[.3.1. Le Systeme de sécrétion de type | :

FIGURE 1 : Adapté de [239] [26]. Schéma du SST1. La membrane externe est appelée OM et la membrane interne
IM. Les ABC transporteurs sont présentés en bleu et les domaines CLD en rouge. Le composant MFP est en vert
et le composant OMF est représenté par la structure de TolC (PDB : 1EK9) [24]. Le substrat du SST1 est présenté
comme une protéine dépliée par le ruban noir ou le motif de reconnaissance pour le SST1 est en rouge et les
motifs RTX en blanc.

Ce systeme de sécrétion, constitué de trois composants, est relativement simple. Le
premier composant, du coté cytoplasmique, est un transporteur ABC (ATP-binding casette)
(présent en bleu sur la Figure 1). Ce transporteur est relié a une protéine adaptatrice (MFP
pour membrane fusion protein) (vert dans la Figure 1). Le composant MFP sert de pont
périplasmique entre la partie transporteur ABC et le dernier composant OMF (appelé OMF
pour Outer Membrane Factor ou OMP pour Quter Membrane Protein), qui est enchassé dans
la membrane externe (représenté par la structure de TolC dans Figure 1) [21][23][24][25]. La
partie transporteur ABC est capable de reconnaitre un substrat protéique et fournit I'énergie

au systeme en hydrolysant I’ATP. La partie OMF forme un pore dans la membrane externe
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alors que la partie MFP est responsable du lien entre les deux molécules et de la formation du
canal par lequel transiteront les molécules. En définitive, I'ensemble est capable de faire
passer, en hydrolysant de I’ATP, une protéine dépliée du cytoplasme bactérien directement a
I'extérieur de la cellule [23], le tout en une seule étape a travers les deux membranes
bactériennes et le périplasme [22]. La fixation du substrat sur le transporteur ABC va
permettre le recrutement de la partie OMF par MFP [25].

Plusieurs copies du systeme de sécrétion de type 1 (SST1) peuvent étre présentes en
méme temps chez la méme bactérie et chacune exporte ses propres effecteurs. Cette
spécificité est dépendante du transporteur ABC dont différentes classes ont pu étre définies
en fonction de leurs séquences N-terminales [26]. Une premiére classe contient les
transporteur avec domaine C39-like peptidase (CLD), sans activité protéolytique, ils
permettent le passage de substrat sans clivage [27]. Les effecteurs sécrétés par cette classe
contiennent des motifs RTX (Repeats in Toxins) reconnus par leur transporteur. Ensuite, la
deuxiéme classe de transporteur ne contient pas de domaine additionnel en C-terminal et est

capable de sécréter des toxines avec et sans motif RTX [28].

Les rbles des protéines effectrices sécrétées varient entre protéases, lipases,
adhésines, des protéines se liant a I’'héme telles que HasA de Serratia marcescens [23] ou
encore portant des toxines causant la destruction de membranes eucaryotes telles que HlyA

de Escherichia coli uropathogénique [21][29][30].
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[.3.2.Le systeme de sécrétion de type Il :

[ Sécrétion de protéines effectrices ]

ATP ADP+ P

Nature Reviews | Microbiology

Pseudo-pilus

FIGURE 2 : Schéma du fonctionnement du SST2 (adapté de [31]). Dans un premier temps les protéines GspG,Gspl,
GspJ, GspK et GspF sont recrutées pour former un pseudo pilus. Ensuite le pseudo pilus est assemblé dans le
complexe GspC, GspL et GspM qui forme la plateforme basale intermembranaire du systéme. Ce complexe est
relié a travers le périplasme a GspD qui forme un pore dans la membrane externe. L’hydrolyse d’ATP par GspE
induit la croissance du pseudo-pilus qui va pousser les protéines sécrétées du périplasme vers le milieu
extracellulaire a travers GspD.

Le systeme de sécrétion de type Il (SST2) est trés répandu et permet la sécrétion de
protéines aux roles divers, allant de I'adaptation au milieu a la virulence [32]. Ce systéme est
complexe et requiert un assemblage de 15 protéines différentes appelées Gsp pour General
secretion pathway [21][22][33].

L'assemblage final peut étre divisé en trois parties. On distingue alors premierement
la plateforme basale, localisée dans la membrane interne. Cette plateforme formée par les
protéines GspC, E, F, L et M, sert de base au systeme et permet I'hydrolyse de I’ATP pour
fournir de I'énergie nécessaire a la sécrétion [34][35]. Le deuxieme composant est un large
canal formé par un assemblage multimérique de GspD aussi appelé « sécrétine » [36]. Ce canal
est enchassé dans la membrane externe et traverse le périplasme jusqu’aux excroissances
périplasmique de la plateforme de la membrane interne [37]. Le dernier composant est un
pseudo-pilus constitué par les protéines GspG, | et K, dérivées des protéines du pili de type IV
[38][39].

L’ensemble de la machinerie permet le passage de protéines du cytoplasme au milieu
extérieur en 2 étapes [40]. La premiere étape consiste a faire passer les protéines sécrétées
du cytoplasme au périplasme, ceci est assuré par les systéemes de sécrétion Sec et Tat localisés

a la membrane interne. Ensuite le SST2 peut sécréter ces protéines du périplasme vers le
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milieu extérieur grace a la croissance du pseudo-pilus qui agirait comme un piston [41][42]. Il
est a noter que les protéines sont sécrétées repliées et doivent donc adopter leurs structures
tertiaires une fois dans le périplasme. Parmi les toxines utilisant ce systéme de sécrétion on
retrouve par exemple chez PAO1, LasB une élastase [43], LipA et LipC étant des lipases [44] ou
encore ToxA, toxine intracellulaire qui inhibe la synthése protéique dans la cellule héte [45]
[22].

[.3.3. Le systéeme de sécrétion de type lll :

Le systeme de sécrétion de type Il (SST3) équipe de nombreux pathogenes et permet
I'injection de toxines appelées alors effecteurs directement dans le cytoplasme des cellules
eucaryotes cibles [46]. Il est aussi appelé injectisome notamment a cause de son organisation
ressemblante a une « seringue et aiguille » [47]. Cette organisation lui permet de faire passer
les effecteurs a travers trois membranes, les deux membranes bactériennes et la membrane

eucaryote, le tout en une seule étape [22] [21].

Le SST3 est constitué d’environ 20 protéines ce qui rend sa machinerie complexe [47].

Il partage des similarités avec le flagelle bactérien [48].
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FIGURE 3: (Figure de [49]) Modélisation du systeme de sécrétion de type lll de P. aeruginosa.
L’organisation de la plateforme basale en plusieurs anneaux est visible. Les protéines impliquées dans
le fonctionnement du SST3 chez P. aeruginosa sont indiquées. Les protéines dont les structures ont
été résolues dans I'équipe PatBac sont présentés en ruban ou surface.
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De la méme maniére que pour les autres systemes de sécrétion, le SST3 peut étre divisé
en trois composants : un complexe basal, une aiguille et un translocon. Le complexe basal est
enchassé dans la membrane interne et externe et occupe tout I'espace périplasmique [50].
Chez PAQ1, il est formé des nombreuses protéines appelées Psc pour Pseudomonas secretion
components [22]. On distingue différents sous-assemblages du complexe basal.
Premiérement, les complexe d’export mineur et majeurs composés respectivement par les
protéines PscR, PscS et PscT ainsi que PscU et PscV disposées dans la membrane interne [51].
lIs interagissent dans le périplasme avec Psc) qui forme un premier anneau. Ce premier
anneau interagit avec PscD qui forme un deuxiéme anneau périplasmique et PscC [52], une
sécrétine qui va former de la méme maniere que pour le SST2 un canal enchassé dans la

membrane externe grace a ExsB [53], sa pilotine[54].

Du coté cytoplasmique, le premier anneau va interagir avec PscO, PscK, PscQ et PscL
pour former une structure responsable du passage des protéines a travers le systeme
notamment grace a PscN qui fournit I’énergie en hydrolysant I’ATP [55]. Aprés la formation de
cet ensemble d’anneau, la protéine Pscl s’insére dans le canal et forme la base sur laquelle
I'aiguille va s’étendre[56][57].

Ensuite, le deuxieme composant du SST3 est l'aiguille, qui s’assemble depuis le
complexe basal, et croit dans le milieu extérieur. Chez PAO1, elle est formée par la
polymérisation de la protéine PscF [58]. Les chaperonnes PscE et PscG empéchent PscF de
former une fibre spontanément dans le cytoplasme [59]. La taille de I'aiguille est contrblée
par PscP. L'aiguille est creuse ce qui permet le passage de protéines dépliées depuis le

cytoplasme bactérien [60].

Les premieres protéines a passer dans le conduit ainsi formé sont les protéines du
translocon. Dans l'ordre, PcrV passe la premiére et vient stabiliser la fibre en se déposant a
son extrémité extracellulaire. Viennent ensuite les protéines PopB et PopD qui reposeront sur

PcrV et formeront un pore dans la membrane eucaryote [61].

Une fois 'ensemble formé, les effecteurs peuvent traverser depuis le cytoplasme
bactérien vers le cytoplasme eucaryote [62]. Ces effecteurs sont inactivés dans le cytoplasme
bactérien car ils restent liés a leurs chaperonnes [63]. Le complexe effecteur/chaperonnes se
dissociera avant I'export a travers I'aiguille. Les effecteurs traversent alors I'aiguille et arrivent

dans le cytoplasme de la cellule eucaryote ou ils seront fonctionnels [64][65].

La toxicité est assurée en deux étapes. La premiére est due a la capacité des effecteurs,
un fois transloqués dans le cytoplasme cellulaire, a détruire des fonctions clés pour la survie
cellulaire. On retrouve parmi ces effecteurs des protéines comme ExoU, une phospholipase

responsable d’une toxicité accrue chez les souches I’exprimant [63]. Dans un deuxieme temps,
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aprées rétraction de l'aiguille, le pore formé par le SST3 dans la membrane eucaryote reste

présent induisant alors une aggravation des dégats subit par la cellule eucaryote [66].

[.3.4.Le systéeme de sécrétion de type VI :
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FIGURE 4 : Adapté de [67]. Le SST6 est composé d’une base membranaire, d’une base cytoplasmique et d’une
aiguille. L'activation du systeme induit la contraction d’une gaine qui éjecte alors I'aiguille creuse hors de la
bactérie, dans le cytoplasme de la cellule cible. Ce cytoplasme et est alors accessible aux effecteurs du SST6. La
dépolymérisation de la gaine et de I'aiguille restante permet de réassembler le SST6 pour I'utiliser a nouveau.

Le mécanisme « cceur » du systéme de sécrétion de type VI (SST6) est formé par 13
protéines conservées [68]. Ces protéines sont capables a elles seules de former un SST6
complet et fonctionnel. Parmi ces protéines, on retrouve les protéines TssJ, TssL et TssM (pour
Type six secretion) dans les membranes bactériennes ou elles seront responsables de la
formation de la structure basale du SST6 [69]. Sur cette base localisée a la membrane,
viendront s’associer les protéines TssK, TssF, TssG et TssE qui formeront la base cytoplasmique
du SST6 [67][70]. Sur ces bases viendront s’assembler l'aiguille et la gaine contractile
caractéristique du SST6. La protéine VgrG formera la pointe de I'aiguille et son interaction avec
les structures formant la base entrainera la polymérisation de la protéine Hcp a sa suite ce qui
formera l'aiguille creuse [71][72][73]. Cette aiguille est entourée d’'une gaine contractile
formée par les protéines TssB et TssC [74]. La contraction de cette gaine entraine I'éjection de

I'aiguille hors du cytoplasme bactérien. Une fois contractée, la gaine formée par les protéines
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TssB et TssC est désassemblée par ClpV, une chaperonne hexamerique, qui va consommer de
I’ATP pour déplier son substrat [74]. Le dernier composant des protéines du cceur est TssA,
qui interagit avec I'aiguille et la gaine sur leurs extrémités cytoplasmiques et serait impliqué
dans la croissance de ces deux composants [75]. Les protéines constituant la partie
cytoplasmique du coeur de SST6 sont trés proches en termes de structure et de séquence de
celles de la queue du bactériophage T4, ce qui laisse suspecter une origine commune [72].

L'aiguille est creuse et chargée en toxines qui seront délivrées directement dans le
cytoplasme et le périplasme de la cellule-cible [76]. Ces toxines, ou effecteurs, seront en partie

a l'origine de la toxicité de ce systeme de sécrétion [77].

Plusieurs copies de ces génes cceurs du mécanisme sont identifiables chez P.
aeruginosa. On en compte 3 appelées HSI-I, HSI-Il et HSI-lll (pour Hcp-secretion island)
organisés dans différents locus du génome [78]. Chaque copie de ce SST6 comporte les genes
codant pour les protéines coeur du systéme mais aussi des genes codant pour des protéines
accessoires différentes en fonction de la copie [79].

Ces protéines nommeées Tag (pour Type six associated genes) sont des composants
accessoires du SST6. Parmi ces composants on retrouve trois différentes classes de molécules
[69] : (i) une premiere classe qui contient les toxines délivrées par le SST6 comme Tse2 (Type
six secretion exported) ainsi que les inhibiteurs de ces toxines [77] ; (ii) On retrouve aussi des
protéines servant a I'assemblage correct du SST6 tel que SciZ [80] ; et (iii) certaines protéines

accessoires qui servent aussi a réguler I'activation du SST6, telle que TagR [81][82].

L’expression de chacune des copies du SST6 est régulée différemment en fonction de
I’environnement de P. aeruginosa [83]. Les copies HSI-Il et HSI-IIl serait impliquées dans
I'infection des cellules eucaryotes par P. aeruginosa en induisant l'internalisation de la
bactérie dans les cellules épithéliales [84]. A I'inverse, le systeme HSI-I serait impliqué dans la
compétition bactérienne. Il comporte majoritairement des effecteurs bactériolytiques et est
capable de cibler des bactéries adverses [85]. La perte de son activité entraine une diminution
de la survie des bactéries touchées, au profit de la survie des bactéries toujours capable de
I"utiliser [82].

Chez P. aeruginosa, le SST6 HSI-I est dit défensif car il est impliqué dans I’établissement
d’une riposte face a une bactérie attaguante [86]. Cette riposte est régulée par 4 protéines
Tag appelées TagQ, TagR, TagS et TagT [81][82].

TagS est une protéine de 42 kDa localisée dans la membrane interne bactérienne et
est constituée de 4 hélices transmembranaires et d’'un long segment périplasmique. De son
coté cytoplasmique elle est associée a TagT, une protéine de 26 kDa ayant une activité ATPase.
Cet hétérodimere forme un ABC transporteur [82].
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On retrouve ensuite les protéines TagQ et TagR. TagQ est une petite protéine
contenant une lipo-box [87] qui I'ancre a la membrane externe (coté périplasme). TagR est
une protéine périplasmique qui est capable d’interagir avec TagQ. En effet, d’aprés [82] la
localisation cellulaire de TagR est dépendante de la localisation de TagQ. TagR serait localisée
a la membrane externe lorsque TagQ contient sa lipo-box. Cependant, si la lipo-box de TagQ
est supprimée, (et que I'on supprime donc son ancrage a la membrane externe), TagR se

retrouve périplasmique [82].

D’aprés le modele établi, ces deux protéines seraient capables de détecter un signal
indiquant I'agression au SST6 d’une autre bactérie [82]. La nature de ce signal est inconnue
mais lorsqu’il est pergu, ces protéines accessoires seraient capables d’activer PpkA [81]. Ceci
induit une cascade de phosphorylation cytoplasmique qui entraine la phosphorylation de TssL.
Activant alors le recrutement de TssK a la base de la plateforme membranaire du SST6 et qui
induit la polymérisation de I'aiguille et de la gaine contractile [88]. Il devient alors possible

pour la bactérie agressée de répliquer contre son agresseur.
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FIGURE 5 : Schéma de fonctionnement et d’assemblage du H1-SST6 [88]. Les protéines TagR tagQ, TagS et TagT
sont capables de détecter un signal provenant d’une bactérie attaquante (représenté par I’éclair dans la figure)
et vont activer une cascade de phosphorylation intracellulaire représentée par les molécules PpkA,PppA et Fha.
Cette activation va entrainer a son tour I'assemblage et I'activation du SST6 qui va répliquer face a I'agresseur.
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[.3.5. Le systeme de sécrétion de type V :

Le systéme de sécrétion de type de V (SST5) est impliqué dans la sécrétion de facteurs
devirulences et d’adhésines [21]. Les protéines de ce systéme nécessitent le systéme SEC pour
étre exportées dans le périplasme [22]. Elles nécessitent aussi des chaperonnes pour traverser
le périplasme mais elles seront alors capables de s’exporter seules a travers la membrane
externe [89]. On distingue 6 types de SST5 qui sont annotés de a a f dont les fonctionnements
différents seront détaillés ci-dessous. De maniere générale, on dissocie les protéines de ce
systeme en deux parties, une partie translocon et une partie « passager ». Le domaine
translocon est un tonneau B qui permet le passage de la partie « passager » a I'extérieur de la
bactérie [90]. L'interaction entre ces deux domaines peux étre conservée ou perdue ce qui
entraine, respectivement, la conservation du domaine « passager » a la membrane externe
ou sa sécrétion [90]. Ces deux régions sont encodées dans le méme polypeptide dans la
majorité des SST5, a I'exception du SST5b ou les deux sont séparées en deux polypeptides

distincts (comme c’est le cas pour ExIA et ExIB).

Va Vb Ve vd VF (?)

22

CEX
RARK

FIGURE 6 : (Figure de [75]) Schéma représentant les différents sous-types de SST5. Les sous types Va, Vb, Vc,
Vd, Ve et Vf seront définis en détails ci-dessous. La membrane externe est représentée en gris. Les domaines
translocateurs sont présentés en bleu et les domaines « passager » en orange. Le domaines TPS et les régions
liantes sont représentés en vert. L'extension périplasmique du SST5e est indiquée en violet. Les extrémités N-
terminale et C-terminale sont notées N et C respectivement. Vf est noté avec un point d’interrogation car sa
catégorisation en tant que SST5 n’est pas encore définie.
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[.3.5.1. Les différents systemes de sécrétion de type V :

Entre les différents sous types, les séquences des protéines du SST5 divergent
beaucoup. Cependant, la présence des domaines « passagers » et translocateurs restent
présents et sont similaires entre eux [90], ce qui permet de reconnaitre et ensuite classer les
protéines dans les différents sous-types en fonction de la présence et de la disposition de
domaines spécifiques. Le fonctionnement des différents type d’auto-transporteurs va donc
étre expliqué ci-dessous [90] [91] [92].

[.3.5.1.1.LE SST5A :

Le type SST5a regroupe les auto-transporteurs communément
appelés « auto-transporteurs classiques » [93]. Ce sont des protéines qui sont

composées d’un tonneau B a 12 feuillets (en bleu dans la figure) qui sert
d’ancre C-terminale dans la membrane externe bactérienne et qui permet le

passage du domaine « passager » (orange dans la figure) [91]. Le domaine

% — « passager » s’étend dans le milieu extérieur et est en général replié en
% \% hélices-B (comme par exemple la pertactine de B. pertussis PDB : 1DAB [94])
mais peut étre replié en hélices-a comme pour EstA de Pseudoalteromonas

© sp. 643A [95]. L'ensemble reste associé grace a une région liante (en vert sur
FIGURE7 : SST5A  |a figure) [96]. Les domaines passagers sont porteurs de I'activité spécifique

de la protéine et sont donc majoritairement des facteurs de virulence [97].
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FIGURE 8 : SST5B

[.3.5.1.2.LE SST5B :

A la différence du SST5a, le SST5b est constitué de deux polypeptides
bien distincts encodés dans un seul opéron ce qui définit son nom de systéeme
de sécrétion a deux partenaires (Ou TPSS pour Two-Partner Secretion System)
[98]. Parmi ces deux protéines, le partenaire B ou TpsB est la protéine au réle
translocateur et la protéine A ou TpsA est la « passagére » (en orange dans la
figure). Le TpsB est un tonneau B comportant aussi deux domaines POTRA
(POlypeptide TRansport Associated) (en bleu sur la figure). Sur TpsA on peut

, identifier le domaine TPS caractéristique (en vert dans la figure).[99] La

reconnaissance du domaine TPS par le domaine POTRA induira le début de la
translocation de TpsA. [100] La dissociation du polypeptide entre les deux
fonctions permet a TpsA de se détacher de TpsB sans nécessité de protéolyse
ce qui peut mener a la sécrétion du partenaire A. Cette sécrétion est observée

dans le cas de ShlA de Serratia marcescens [101]. Dans d’autres cas, le TpsA

peut rester accroché a TpsB comme par exemple pour 'adhésine HMW1 de Haemophilus

influenzae (ou cet ancrage se produit apres maturation et formation d’un pont disulfure entre
TpsA et TpsB [102]).

FIGURE 9 : SST5C

1.3.5.1.3.LE SST5C:

Le SST5c est composé par la famille des auto-transporteurs
trimériques. Leur fonctionnement est assez similaire a ceux de la famille des
SST5a avec I'expression d’un polypeptide contenant les fonctions
de « passager » et de translocateur [103]. La différence vient du fait que leur
domaine translocateur est complet et fonctionnel uniquement lorsqu’un
homo-trimére est assemblé pour former le tonneau B. En effet chaque
protéine ne comporte qu’une partie du tonneau B qui est alors reconstitué par

I’'assemblage de trois auto-transporteurs. Les trois domaines « passagers » du

~ trimére ainsi formé passent par le méme domaine translocateur formé et

2 dépassent ensemble de la membrane dans le milieu extracellulaire [103]. Les

auto-transporteurs sont en général des adhésines dont la présence de trois
récepteurs rapprochés dans I'espace contribue a améliorer 'avidité envers
leurs ligands [104]. Les protéines de cette famille sont donc appelées TAA pour
Trimeric Auto-transporter Adhesin (un exemple connu est la protéine YadA de

Yersinia enterocolitica [105]).
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1.3.5.1.4.LE SST5D :

Dans SST5d on retrouve des protéines comme PlpD de P. aeruginosa

N [106], [107]. Ce systéme est un hybride entre le SST5 a et b. En effet, le
domaine translocateur contient aussi un domaine POTRA comme chez les
TpsB du SST5b a I'exception du fait que chez le SST5d un seul domaine est

% présent (contre deux chez le SST5b). Cependant, de la méme maniere que
pour les protéines du SST5a, chez le SST5d un seul polypeptide porte les deux

fonctions de translocateur et de « passager ». Les domaines « passagers » de

ce sous type de systeme de sécrétion semblent adopter en général un

repliement a/B-hydrolase avec une activité lipase ce qui les différencie des

FIGURE 10 : SST5D

SST5a et SST5b qui sont majoritairement observés repliées en hélices B [108].

1.3.5.1.5.LE SST5E :

L'un des derniers SST5 découverts est le SST5e qui est similaire au

SST5a [109]. Il dispose lui aussi d’un domaine translocateur replié en tonneau

B et d’'un domaine « passager » monomérique qui reste accroché a son

partenaire. La différence vient du fait que la disposition des extrémités N-

terminale et C-terminale sont inversées entre les deux sous-types [110].

L'extrémité N-terminale chez le SST5a est située dans le cytoplasme alors

g gu’elle est dans le milieu extracellulaire pour le SST5e et inversement pour
@ I'extrémité C-terminale. Cette particularité a fait en sorte que les protéines
appartenant au sous type e soit appelées auto-transporteurs inversé [110]. lls

0 disposent d’'une derniére particularité résidant dans le fait qu’ils déploient un
N domaine supplémentaire du co6té périplasmique, permettant I'interaction avec
FIGURE 11 : SST5e |€ peptidoglycane ou aidant a la dimérisation [111]. Des protéines de ce type

de SST5 sont les intimines de E. coli et les invasines de Yersinia spp.

entéropathogéniques [112].
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FIGURE 12 : SST5F

1.3.5.1.6.LE SST5F :

Le dernier sous type nommé SST5f a été découvert assez récemment
(en 2018) avec la protéine BabA de Helicobacter pylori [113]. Chez cette
protéine, le domaine « passager » est situé dans une boucle extracellulaire
divisant la séquence du domaine translocateur en deux parties N-terminale et
C-terminale. Cependant, la topologie des deux domaines est tres différente
des autres sous types. SiI’'on associe cela au fait que la découverte de ce sous-
type est récente on peut comprendre que I'ajout du sous-type f a la famille des
SST5 soit controversé [91].
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Partie 1 :

Exolysine A et Exolysine B
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|.1. Introduction au contexte de découverte de I’Exolysine

[.1.1.Découverte de la souche CLJ1 et de I'Exolysine

Parmi tous les différents types de systémes de sécrétion énoncés ici, les infections par
P. aeruginosa sont généralement médiées par le SST3 chez des souches répandues et bien
connues comme PAOL1. La toxicité véhiculée par ces bactéries est directement corrélée a la

présence du SST3 et a I'expression des toxines et effecteurs associés [8]. (Voir Figure 13)

Comme il a pu étre montré précédemment, les infections a P. aeruginosa sont donc
extrémement problématiques et engagent la survie du patient infecté. Or il a pu étre observé
au CHU de Grenoble, il y a quelques années, le déces d’un patient suite a une infection
pulmonaire a P. aeruginosa. Cette infection a entrainé une hémorragie pulmonaire suivie

d’une septicémie conduisant a la mort du patient [8].

Cette infection mortelle était due a une nouvelle souche de P. aeruginosa appelée CLJ1
qui est capable, lorsqu’elle est utilisée pour infecter des modeles murins, d’induire une
pneumonie aigue entrainant une hémorragie pulmonaire suivie d’une septicémie et d’une
mort rapide des sujets [8] [114]. Ces effets sont clairement corrélés avec ce qui a été observé
chez le patient duquel la souche est originaire. Or, CLJ1 est relié a PA7 qui sont donc des

souches qui n’expriment pas le systeme de sécrétion de type 3 [8].

En effet, il est possible de voir sur la Figure 13 en comparant PAO1 au souches
PAO1APscD (PAO1APscD étant une souche PAO1 dont le SST3 a été inactivé) et PA7 (PA7 étant
une souche ne comportant pas le SST3) que le taux de survie des souris est extrémement
réduit lorsque les bactéries infectieuses possedent le SST3. Or, il est surprenant de voir que
CU1 (souche ultratoxique retrouvée dans les poumons du patient) échappe a cette regle.
Cette souche est plus toxique que les souches exprimant le SST3, sans pour autant étre

capable de I'exprimer.
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FIGURE 13 : Adapté de [8].Taux de survie de souris apres infection par différentes souches de P. aeruginosa. La
souche PAO1 est la souche virulente couramment étudiée. PAO1APscD est une souche PAO1 dont le systeme de
sécrétion de type Il a été inactivé. PA7 est une souche ne comportant pas le systeme de sécrétion de type Ill et
CLJ1 est la souche ultratoxique retrouvée dans les poumons du patient. Il est surprenant de voir que CLJ1 est plus
toxique que les souches exprimant le SST3, sans pour autant le posséder.

La virulence de CLJ1 est donc médiée par un autre composant. En analysant les
surnageants de culture de ces souches pour identifier la sécrétion de molécules uniques a ces
bactéries, une protéine homologue a I’'hémolysine de Serratia marcescens a été découverte
[8] [115]. Cette nouvelle protéine a été nommée Exolysine A (ExIA) et de maniéere similaire a
I’'hémolysine, elle semblait étre transportée par un partenaire formant ainsi un TPS [8]. La
séquence de ce partenaire codant pour un partenaire TPS a été trouvée en amont de la
séquence d’ExIA et il a alors été nommé Exolysine B (ExIB).

Il a ensuite été montré que la sécrétion d’ExIA dépendait bien de I'expression d’ExIB
confirmant le modeéle de sécrétion avec TPS. De plus, I'expression de I'opéron ex/BA dans une
souche déficiente en SST3 confére a cette méme souche un phénotype toxique, confirmant
I'impact des protéines ExIA et ExIB sur la toxicité bactérienne [8].

[.1.2. Comportement d’ExIA in vivo :

Lorsque infectées par des bactéries étant capables de sécréter ExIA, les cultures de cellules
épithéliales meurent apres rupture de leur membrane plasmique. Au microscope confocal, il
est possible de voir des blebs apparaitre apres 120 minutes d’exposition des cellules aux
bactéries infectieuses. Ensuite les cellules gonflent et explosent. Ce phénomene est di a

5 iu ulaire, ui induit né u
I'entrée de calcium dans le cytoplasme cellulaire, ce nduit nécrose et mort de la cellule
[115].
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L'entrée de calcium induit aussi l'activation d’ADAM10, une métalloprotéase
extracellulaire qui coupe les cadhérines E et VE. Ces cadhérines sont impliquées dans

I’'adhésion des cellules épithéliales (E-cadhérines) et de I'épithélium vasculaire (VE)[115].

by

L'exposition de macrophages a ExIA entraine aussi une activation des voies

inflammatoires ce qui entraine la mort de la cellule par pyroptose [116].

Des souches bactériennes exprimant différentes constructions d’ExIA ont été utilisées
pour vérifier quelle partie de la protéine était responsable de la toxicité. |l en a été déduit que
le domaine C-terminal d’ExIA est responsable de la formation de pores dans les liposomes et
les cellules eucaryotes. De la méme facgon, la protéine compléte a induit la mort de cellules en
60 minutes alors que la forme tronquée du domaine C-terminal n’a pas eu d’influence sur la
survie cellulaire (Figure 14) [117]. Les quantités de protéines sécrétées étaient pourtant

similaires.
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Figure 14 : Adapté de [117] A. Test de cytotoxicité sur cellules A549 infectées par P. aeruginosa PAO1 exprimant
ExIB et des mutants d’ExIA (ExIA : protéine native, RGA : protéine ExIA mutante dont les domaines RGD ont été
mutés pour des domaines RGA, ACter : protéine ExIA tronquée de son domaine C-terminal.) La cytotoxicité est
mesurée par l'activité de la lactate déshydrogénase. B. Western-Blot indiquant la sécrétion de différentes
constructions d’ExIA. Pour vérifier la capacité des différentes constructions d’ExIA a étre sécrétées, des fractions
des cellules entieres et du surnageant de cultures ont été comparées. ExIA est la protéine entiere, ACter est la
protéine ExIA avec le domaine C-terminal tronqué. RGA est une construction d’ExIA dont les motifs RGD liant les
cadhérines ont été mutés en RGA. FliC est une protéine du pilus bactérien et est présente dans et hors les cellules,
elle sert ici de témoin de charge. RPoA est une protéine intracellulaire, elle sert de contréle et est bien absente
dans les fractions du surnageant cellulaires. Il est possible de voir que les différentes constructions sont toutes
sécrétées en méme quantité.

Il est a noter la présence de motifs RGD constitués des acides aminés arginine-glycine-
acide aspartique. Ces motifs sont connus pour interagir avec des intégrines eucaryotes, mais

leur mutation pour des motif RGA n’affecte pas la toxicité d’ExIA (Figure 14) [117].
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|.2. Analyses des informations apportées par les séquences de ExIB et ExIA

ExIA et ExIB (UNIPROT code : ExIB= A6VAAO_PSEA7; ExIA= AVAA1_PSEA7)

peuvent étre classifiées comme faisant partie du SST5b [8].

[.2.1.Concernant ExIB :

La protéine dont la séquence donne le plus d’informations structurales est ExIB. Cette
protéine a une forte homologie de séquence avec la famille des transporteurs ShiB (36%
d’identité de séquence, 51% de similarité) et FhaC (23% d’identité de séquence, 46% de
similarité) appartenant au SST5b. Comme toutes les protéines de cette famille, ExIB comporte
deux domaines POTRA périplasmiques suivis par un domaine en tonneau B qui réside dans la

membrane externe de la bactérie (Figure 15).

..........................

: |

| Domaines POTRA

FIGURE 15 : Structure de FhaC servant de modéle pour ExIB. La structure présentée ici est celle de FhaC de
Bordetella pertussis (code PDB : 4QKI [118] ) ou les feuillets B sont colorés en jaune et les hélices a sont colorées
en bleu. Les boucles n"adoptant pas de structures secondaires sont colorées en vert.

Comme pour toutes les protéines du SST5b, ExIB permet le transport d’ExIA a travers
la membrane externe bactérienne. ExIB est d’abord transloquée dans le périplasme (grace au
system Sec) et se replie dans la membrane externe ou son role dans la sécrétion de ExIA pourra

débuter.
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Un modele du mécanisme de sécrétion est présenté dans [119] pour les protéines FhaC
et FhaB. Ces protéines faisant parties du SST5b comme ExIA et ExIB, il possible d’extrapoler le

mécanisme de sécrétion pour nos protéines. Voir Figure 16.

e

FhaC FhaC POTRA-TPS Barrel-TPS Translocation
Closed Open Recognition Binding

POTRA 1&2 TpsB

-

FIGURE 16 : Adapté de [119]. Modéle du mécanisme de translocation pour FhaC et le domaine TPS de FhaB. Le
tonneau-P formé par FhaC est représenté en bleu, les domaines POTRA sont en rouge. L’hélice H1 est indiquée
en jaune et la boucle L6 est représentée en rose. Le domaine TPS de FhaB est présenté en vert et ses extrémités
N-terminale et C-terminale sont respectivement indiquées par N et C. L’astérisque représente la localisation sur
FhaC ol débute le repliement du domaine TPS.

Chez FhaC, le canal formé par le tonneau-B est capable de passer d’un état fermé par
la boucle L6 et I’hélice H1 a un état ouvert. Dans cet état ouvert la boucle L6 est exposée au
milieu extracellulaire et I'hélice H1 est située dans le périplasme [120]. Les domaines POTRA
sont alors capables de reconnaitre le domaine TPS (Two Partner System) a I’état déplié [100]
[121] ce qui entrainera le passage de ce dernier a travers FhaC. Le domaine TPS interagira avec
les feuillets-B B5-B8 sur FhaC (marqué par un astérisque sur la Figure 16) ce qui induira son
repliement en hélice-B. Ce repliement stable sera le moteur du passage de FhaB a travers FhaC
[122].

De la méme maniere que pour FhaC et FhaB, la délétion de ExIB chez les cellules
exprimant I'opéron ExIBA empéche la sécrétion d’ExIA, qui se retrouve alors dans le
périplasme [123].
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[.2.2.Concernant ExIA :

La recherche de protéines homologues a partir de la séquence d’ExIA est plus complexe
gue pour ExIB car peu d’homologues sont détectés. Seul le domaine TPS qui est extrémement
bien conservé entre les protéines du SST5b est typiquement reconnaissable. Ce domaine est
tres conservé entre toutes les protéines du SST5b, et sa structure est connue chez FhaB (code
PDB : 1RWR [124]). Ce domaine se replie en hélices B (comme on peut voir sur la Figure 19).
Ensuite, la robustesse des alignements de séquence diminue au long de la séquence d’ExIA
qui ne semble pas avoir de similaritées avec d’autres toxines dont le fonctionnement est
connu, ce qui a permis de définir le domaine C-terminal. Seulement deux protéines ressortent

des recherches d’homologie de séquence, ShlA et FhaB.

Pour aller plus en détails concernant les mécanismes de fonctionnement de ce

systeme, nous nous sommes renseignés sur deux homologues FhaB et ShlA.

1.2.2.1. Homologie avec ShlA :

On retrouve une similarité de séquence intéressante de 35% entre ExIA et ShiA,
hémolysine de Serratia marcescens, un organisme qui (comme P. aeruginosa) est
régulierement responsable d’infections nosocomiales [125]. Les infections de ce pathogene
sont souvent causées par des souches multi-résistantes di au fait que la bactérie est
naturellement résistante a certains antibiotiques [126]. ShIA est au méme titre que ExIA une
toxine sécrétée par le SST5b et requiert ShIB pour étre transloquée [101]. Outre leur
appartenance au méme systeme de sécrétion, on retrouve des similarités entre ces protéines
notamment dans I'organisation des domaines et leurs tailles, 172 kDa pour ExIA contre 165
kDa pour ShIA (Figure 17). Une fois sécrétée ShlA est aussi capable de lyser les cellules
eucaryotes en créant des pores dans les membranes cellulaires. Aucun récepteur cellulaire ne
semble nécessaire a ShlA mais son activité demeure exclusivement toxique pour les cellules
eucaryotes. Ces multiples points font que ShIA semble fonctionner de maniere similaire a ExIA.
Ces protéines appartiendraient alors a une classe de toxine formant des pores (PFT pour Pore
Forming Toxin) qui ne serait pas caractérisée et dont aucune information structurale ne serait

connue [127].
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FIGURE 17 : Comparaison des différents domaines prédits pour les protéines ExIA et ShIA. Avec les informations
de [127].
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On peut trouver des informations intéressantes concernant son activité, par exemple,
ShIA requiert lors de sa sécrétion un lipide phosphatidyléthanolamine pour étre fonctionnelle
[127] [128]. Cette toxine semble aussi capable de se lier a des liposomes uniquement s’ils

présentent des charges négatives (la phosphatidylsérine par exemple) [128].

1.2.2.2. Homologie avec FhaB :

D’un autre c6té, le serveur BLAST a classé certaines régions de la séquence d’ExIA
comme étant de la superfamille des « filamentous-repeats ». Ces domaines ont été identifiés
a l'origine chez la protéine FhaB (Filamentous hemagglutinin adhesin B) du pathogeéne

Bordetella pertussis qui est responsable de la coqueluche.

Il n’est pas étonnant de retrouver cette protéine comme un homologue car il s’agit de
d’une des protéines du SST5b dont le mécanisme d’action est le plus connu (donnant méme

son nom aux domaines « FHA-repeats ») [119].

Ces domaines FHA-repeats sont prédits comme adoptant des repliements de type
hélices B mais leur structure n’a jamais été obtenue. Cependant, ils ont pu étre modélisés a

partir de données de microscopie électronique [129]. Voir Figure 18.

Nous avons donc pensé dans un premier temps qu’ExIA serait une protéine trés
allongée comme FhaB. Cependant, le mécanisme de fonctionnement entre ExIA et FhaB en
reste potentiellement différent. En effet, ExIA ne comporte pas en totalité tous les domaines
caractéristiques de FhaB. Des domaines tels que PRR (Proline Rich Region) sont absent chez
ExIA [130]. De plus, leurs tailles sont différentes, ExIA fait 172 kDa et sa forme sécrétée ne
semble pas subir de maturation alors que le polypeptide de FhaB fait 370 kDa et passe a
environ 250 kDa apres maturation [130][131]. Pour avoir plus d’informations quant aux
structures secondaires adoptées par ExIA nous avons utilisé le serveur JPred4 (et
anciennement JPred3) pour prédire leurs localisations. Le résultat indique que ExIA est

composée principalement de feuillets B, qui sont prédits a un haut taux de confiance au début
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de la séquence mais ce taux de confiance diminue vers la fin de la séquence, coincidant avec

le domaine C-terminal (voir Figure 18).

[.2.2.3. Prédiction de structures secondaires :

Nous avons ensuite utilisé le serveur Jpred4 pour confirmer la présence de possibles
feuillets-p comme pour FhaB. En effet, d’aprés ce serveur, ExIA serait majoritairement
composée de feuillets- ce qui semble valider I’hypothése du repliement en hélices-B observé

chez les protéines du SST5h.

Cette prédiction de feuillets-B et de repliement en hélices-B est corroborée par les
modeles issus des serveurs Phyre? et Rosetta. Les meilleurs modéles obtenus avec le serveur
Phyre? sont issus de protéines repliées en hélices-B. Le modeéle qui couvre une plus grande
portion de la séquence est présenté dans la Figure 19. Il est basé sur une hemopexin binding
protein dont la structure (code PDB : 4RM6) [132] est connue. Le Serveur Rosetta a lui aussi
construit un modéle qui comporte des motifs hélices-B. Cependant, le domaine N-terminal qui
est le domaine TPS caractéristique au repliement stable est modélisé déplié indiquant que ce
modele est de qualité discutable [133]. Cependant, les serveurs de modélisation semblent
s’accorder sur le fait que la majeure partie N-terminale de la protéine soit repliée en hélices-
B. En revanche, ils ne trouvent aucune information pour la partie C-terminale dont la structure

reste définitivement inconnue.

1.2.2.4. Fonctions des hélices B chez d’autres protéines :

Si I'on utilise le serveur FFASO3 qui détermine des homologies par similarité de
structures, on obtient des correspondances avec des protéines bactériennes tres différentes.
On retrouve par exemple I’hemopexin binding protein de Haemophilus influenzae, protéine
dont la structure a ensuite été utilisée par Phyre? pour créer un modeéle d’ExIA comme décrit
plus haut [133]. Les hemopexin binding proteins des bactéries sont des molécules servant a
capturer ’'hémopexine de I’héte dans le milieu extracellulaire [132]. L’'hémopexine est une
molécule servant a capturer et recycler I'heme de I’ho6te, les hemopexin binding proteins sont
donc des facteurs de virulence qui peuvent détourner les ressources en fer de I’hote infecté

pour le compte de la bactérie sécrétrice [134].

On observe aussi des similarités avec des pectine lyases, qui sont des facteurs de

virulence bactériens présents chez des souches infectant les plantes. Ces protéines seraient

39



capables de se lier a la pectine qui est un polysaccharide constituant la paroi cellulaire des

cellules de plantes [135].

Une derniére similarité qui semble éloignée du role d’ExIA mais qui reste intéressante
est celle que I'on peut trouver avec des protéines controlant la formation de glace. En effet,
lorsque la température s’approche trop de 0 °C, les organismes vivants sont confrontés a
différents problémes, I'un des exemples étant le risque d’explosion de leurs membranes par
la glace. Certains organismes ont donc développé des défenses contre la formation de cette
glace [136], et sont capables de sécréter des protéines controlant sa formation. Ces protéines
peuvent étres repliées en hélices-B, ce qui leur permet de maximiser la surface d’interaction
avec les cristaux de glace [137]. L'interaction avec les faces en croissance des cristaux de glace

géne leur croissance qui est alors ralentie [138].
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FIGURE 18 : Récapitulatif des informations obtenues grace a la séquence d’ExIA. Les différents clones sont
présentés a gauche. D’apres le serveur BLAST, ExIA peut étre sectionnée en différents domaines : le domaine TPS
canonique chez les protéines « passager » du SST5b ; ensuite, des répétions de domaines désignés comme étant
similaires a la protéine FhaB de Bordetella pertussis. Ces domaines sembleraient se replier en hélices-p d’apres
le modele présenté ici en rose et bleu ([129]). Enfin, on retrouve un domaine C-terminal sans homologues qui
serait responsable de la toxicité de cette protéine en permettant la formation de pores chez les cellules
eucaryotes. D’apres le serveur JPred4, qui modélise les structures secondaires a partir de séquences, il est
possible de voir que la protéine adopterait un repliement en feuillet B majoritairement. Il est a noter la présence
d’un domaine coiled-coil dans la séquence du domaine C-terminal. Le serveur Phyre2 a pu construire un modele
trés similaire a la structure d’une hemopexin binding protein (code PDB : 4RM6). Ce modéle ne s’étend que sur
une partie de la séquence représentée par la barre en jaune. Pour les modeéles structuraux, les hélices a sont
présentées en bleu, les feuillets § en jaune et les boucles non-structurées en vert.
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Cependant, récemment, la classification des domaines filamentous hemagglutinin a
été mise a jour par BLAST. Nos domaines auparavant appelés FHA-repeats ont été classés
comme FHA-2 (pfam13332) ce qui les différencie des domaines FHA-1 (pfam05594). Les
domaines FHA-1 sont des domaines repliés en hélices-B qui permettent le déploiement d’un
filament et qui correspondent au modele que nous avions précédemment. Les domaines FHA-
2 adoptent un repliement en feuillets-f mais il n’est pas certain gu’ils puissent se replier en
hélices-B et former des filaments [139]. Ceci a donc entrainé une modification de notre
modele hypothétique d’action d’ExIA. D’apres [140], le domaine FHA-2 s’insérerait dans les
membranes cellulaires du c6té externe et induirait le passage d’une toxine présente en C-
terminal dans le cytoplasme de la cellule cible. Ceci sera exposé plus en détails dans la

discussion.

[.2.2.5. Le domaine C-terminal :

La différence de classification mentionnée ci-dessus n’influe pas sur le domaine C-
terminal d’ExIA. Ce domaine n’a aucun homologue et ne semble pas prétendre a une
structuration précisément identifiable. Les serveurs de prédiction de structure secondaire
établissent parfois avec peu de certitudes qu’il est constitué de brins-B (Figure 18 Blast). Il est
aussi a noter qu’un domaine coiled-coil est prédit au centre de ce domaine C-terminal, le

vecteur de I'activité cytotoxique [117].

Il.  Objectifs de cette partie de la these :

Comme discuté ci-dessus, ExIA est une protéine responsable d’un fort niveau de
cytotoxicité et qui a un mécanisme d’action inconnu et possiblement totalement nouveau. Le
but de cette partie de ma thése était donc de comprendre a I’échelle moléculaire le
mécanisme de virulence d’ExIA, en utilisant des techniques de biologie moléculaire, de

biochimie et de biologie structurale.

La séquence de la protéine a donc été divisée en différentes constructions présentées
sur la Figure 19, la premiére étant la protéine compléte appelé FL (Full-Length). La deuxiéme
construction contient la séquence de la protéine entiére tronquée du domaine C-terminal. Et
enfin, la derniére construction est composée de la séquence du domaine C-terminal

uniquement.
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Le projet a alors été reparti en différentes étapes, dont la premiere était de caractériser
la protéine et les différentes constructions dans leurs états solubles, non liées aux
membranes. La deuxiéme partie du projet a été de caractériser les différentes formes
protéiques dans un état associé avec des lipides. Pour arriver a ces objectifs, j'ai utilisé des
techniques de biophysique de pointe comme la Résonance Magnétique Nucléaire et I’AFM
(Atomic Force Microscopy). Ces efforts m’ont permis de caractériser I'aspect « molten
globule » du domaine C-terminal d’ExIA, de localiser les différentes régions d’ExIA capables
d’interagir avec des lipides (et de les identifier), et d’effectuer des études cinétiques détaillées
permettant la visualisation du processus de rupture des membranes cibles par cette toxine.
Finalement, en collaboration avec le groupe d’Ina Attree, nous avons pu étudier en détail le
comportement d’ExIA dans un environnement cellulaire. Un manuscrit qui décrit ses
découvertes est en cours de préparation, et plusieurs des figures présentées dans ce
manuscrit de thése seront incluses dans cette publication. Ce travail nous a permis de

proposer un mécanisme d’activation d’ExIA a I'échelle atomique.

[ll.  La construction ExIACter :

11.1. Obtention d’un échantillon compatible avec les expériences de
biophysique :

Le projet ExIA visait a caractériser le mécanisme d’action d’une nouvelle toxine
formant des pores. Or, en utilisant les logiciels d’alignement de séquence, il a été possible de
diviser la protéine ExIA entiere en différents domaines, comme décrit ci-dessus. Ces différents
domaines ont montré des activités différentes, notamment le domaine C-terminal qui semble
perforer des liposomes et n’a aucune homologie avec d’autre toxines formant des pores. Le
projet a donc démarré avec le clone ExIACter, le domaine de la protéine qui comporte I'activité
cytotoxique, avec pour but de caractériser son fonctionnement et sa structure. Par soucis de

clarté, les clones utilisés dans cette partie-la de I'étude sont indiqués ici.
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ExIACterFtoS F271=>A F291=>A

1343 1604 1651
1 317
Domaine C-terminal
Sans homologues
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| ExIACterStop
ExIACter et ExIACter-CF

FIGURE 19 : Présentation des différentes constructions d’ExIACter utilisées dans cette étude. La numérotation de
la séquence pour la protéine entiére est indiquée en vert foncé. Les mutations sont indiquées en rouge.

Le clone d’ExIACter a été construit dans un vecteur pET-15b. Il a servi a transformer
des cellules BL21 DE3 pour I'expression. Apres expression de la protéine et lyse des cultures
bactériennes, il a été possible de voir que la protéine était exprimée et soluble (du moins en
partie). Cependant aprés la premiere étape de purification par colonne d’affinité au Nickel, la
présence de nombreux contaminants de taille inférieure a la protéine d’intérét ont été
identifiés (Figure 20), ce qui semblait indiquer une forte dégradation d’ExIACter. Comme le
tag histidine était en région N-terminale et les espéeces dégradées ont été retenues sur
colonne de Nickel, nous en avons conclu que la protéine était dégradée par I'extrémité C-
terminale.
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FIGURE 20 : A gauche, Chromatogramme de I’élution de la colonne d’affinité au Nickel pour ExIACter. En dessous,
SDS-PAGE indiquant Tni : Culture avant induction de I'expression ; Ti : culture aprés induction de I'expression ;
Sn : protéines solubles aprés centrifugation du lysat cellulaire ; FT : protéines non retenues sur la colonne ; W :
protéines éluées dans I'étape de lavage de la colonne et enfin, I’élution de la colonne. A droite, profil d’élution
d’ExIACter sur colonne d’exclusion stérique S200 10/300. Associé au SDS-PAGE des fractions du pic d’élution.
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La purification s’est poursuivie avec une colonne d’exclusion stérique (SEC pour Size
Exclusion Chromatography) pour tenter d’éliminer les produits de dégradation de la protéine.
Comme il est possible de voir sur la figure 20, les sous especes dégradées de ExIACter n’étaient
pas séparables. La décision a été prise de recloner le plus petit domaine stable observable sur
gel pour éviter de futurs problemes de dégradation. Un échantillon d’ExIACter a été envoyé a
la spectrométrie de masse (Plateforme du PSB) et au séquencage N-terminal afin de pouvoir

déterminer la séquence exacte des especes dégradées majoritaires d’ExIACter.

[11.1.1. Identification et sous-clonage d’une forme dégradée d’ExIACter :

kDa
—40

“
—35

B
—25

FIGURE 21 : Membrane PVDF chargée avec un échantillons d’ExIACter qui présente des dégradations. Il est
possible de voir les différentes sous-espéeces 1, 2 et 3 produites a partir de I'espece complete non numérotée.

Les deux coupures qui donnaient naissance aux espéces n°2 et n°3 de ExIACter ont pu
étre identifiées. Il s’agissait de coupures entre deux motifs alanine/phénylalanine en position
271 et 291 de la séquence d’ExIACter. Deux clones ont été construits pour remédier a ce
probleme. D’une part la coupure semblant spécifique, les acides aminées Phénylalanine ont
été mutés en serines afin de changer le site de coupure, donnant le clone pET-15-ExIACter-
FtoS. Cependant, aprés purification de cette construction, d’autres contaminant de

dégradation étaient toujours présents, indiquant que cette forme était aussi instable.

Nous avons donc effectué un nouveau clone visant la production d’'une forme plus
stable d’ExIACter, en introduisant un « stop » a la position de la phénylalanine 271 (pET-15-
ExIACterStop). Ce clone a ensuite été transformé dans des E. coli BL1(DE3) et la protéine a été
exprimée. La purification par colonne de Nickel (Figure 22) indiquait toujours la présence de
contaminants mais ceux-ci semblaient étre présents en quantité moindre que précédemment
(Fig 21 précédente). Le fait que I'espéce majoritaire ExIACterStop soit en plus grande quantité
gue pour I'expérience précédente a permis de séparer cette espéce des contaminants de plus
petite masse moléculaire en utilisant une colonne SEC. Les fractions contenant toujours des

contaminants ont été purifiées a nouveau par SEC pour améliorer les rendements. En répétant
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ainsi ces étapes de chromatographie par la taille, nous avons pu rassembler un échantillon
suffisamment pur et homogeéne pour permettre sa caractérisation par des techniques de
biophysique (Figure 22). La taille de la protéine ExIACterStop purifiée a ensuite été confirmée

par spectrométrie de masse (Disponible a la Plateforme PSB avec I'aide de Luca Signor).
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FIGURE 22 : A gauche, Chromatogramme de I’élution d’ExIACterStop aprés colonne d’affinité au Nickel et SDS-
PAGE associé. Sur le gel, la fraction TO correspond a la culture avant induction de I'expression, et la fraction T1 a
la culture apres induction de I'expression. L’apparition d’ExIACterStop entre TO et T1 indique que la protéine est
exprimée. Ensuite sont déposées les fractions de la purification par colonne de Nickel; FT: protéines non
retenues sur la colonne, T : Protéines solubles aprés centrifugation du lysat, W : protéines éluées pendant |'étape
de lavage de la colonne nickel et enfin, le dépot des fractions obtenues pendant I’élution de la colonne. A droite,
I’élution d’ExIACterStop sur colonne d’exclusion stérique S200 10/300 et le SDS-PAGE associé. Les fractions du
pic d’élution sont indiquées sur le gel. Le carré rouge encadre les fractions conservées apres chaque itération de
colonne aprés réinjection des fractions non encadrées en rouge.

Cette construction a été la premiere a permettre une purification donnant un
échantillon dont la pureté était compatible avec la cristallogenése. (Voir Figure 23) Trois
plaques de criblage ont été réalisées a la plateforme HTX avec la protéine a 5 mg/ml. Des

gouttes semblant contenir des cristaux ont été obtenues (Figure 23).
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PEG 400 28% V/V PEG 400 30% V/V
0,1 M HEPESa pH 7,5 0,1 M Acétate de sodium 3 pH 4,6
0,2 M CdCl/ ExIAiersiop @ 5 mg/ml 0,1 M CdCl /ExIAciersi0p@ 5 mg/ml

FIGURE 23 : Goutes obtenues aprés criblage de condition de cristallisation d’ExIACterStop. Le SDS-PAGE de
I’échantillon utilisé pour la cristallisation est présenté a gauche, il semble pur et homogéne. Les gouttes
présentées ici sont issues des deux seules conditions ayant donnée des potentiels cristaux.

Afin de vérifier la reproductibilité de ce résultat, les gouttes ont été reproduites et
améliorées manuellement (Fig 24), et les cristaux qui sont apparus ont été amenés au
synchrotron ESRF (ID30a-3) pour vérifier leur potentiel de diffraction. En effet, les clichés de
diffraction obtenus aprés exposition de ces cristaux aux rayons X nous ont découragé de
continuer cette étude, car ils ont indiqué une grande hétérogénéité qui pourrait indiquer des

cristaux de petits peptides ou sels (voir un mélange des deux).

Ces résultats nous ont donc encouragé a essayer un autre moyen d’expression

d’ExIACter visant la production d’une forme stable, comme le systeme « cell-free ».

PEG 400 25% V/V PEG 400 20 % V/V
0,1 M Acétate de sodium a pH 4,6 0,1 M HEPES apH 7,5
0,1 M CdCl /ExIAcierstop @ 2,5 mg/ml 0,1 M CdCl /ExIAcierstop @ 2,5 mg/ml

FIGURE 24 : Images des cristaux d’ExIACterStop optimisés manuellement. Les conditions de cristallisation sont
indiquées en dessous de chaque goute.
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[1.L1.2. Changement de systéeme d’expression pour le Cell-Free :

Le systéme d’expression in vitro ou Cell-free, permet I'expression de protéines en
s’affranchissant du besoin de cellules vivantes. Il était donc intéressant dans notre cas pour
permettre I'expression de protéines sans avoir de problémes avec la dégradation engendrée.
Le géne d’ExIACter a été recloné dans les vecteurs pIVEX2.3 et pIVEX2.4. Le site de coupure a
la thrombine présent dans les plasmides commerciaux a été enlevé, la protéine étant tres

sensible aux protéases comme il a été indiqué plus haut.

Une fois les deux clones pIVEX2.3-ExIACter et pIVEX2.4-ExIACter finalisés, des tests ont
été faits avec la plateforme Cell-free du PSB avec I'aide de Lionel Imbert. Parmi les deux clones
énoncés, seul le clone plVEX2.4-ExIACter a fonctionné pour permettre I'expression. Il est
possible de voir ici, au long de la purification par colonne d’affinité Nickel et colonne SEC,

I’'absence de dégradation grace au changement de clone et de systeme d’expression (Figure
25).
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FIGURE 25 : A gauche, Chromatogramme de I'élution d’ExIACter exprimé en cell-free aprés colonne d’affinité au
Nickel et SDS-PAGE associé. Sur le gel, la fraction Lavage contient les protéines éluées pendant I'étape de lavage
de la colonne Nickel. Les fractions Elution contiennent les protéines éluées pendant I'étape d’élution de la
colonne. A droite, I’élution d’ExIACter exprimé en cell-free sur colonne d’exclusion stérique S200 10/300 et SDS-
PAGE associé. Il est possible de voir sur le gel les fractions du pic d’élution. Le dernier SDS-PAGE montre
I’'homogénéité de la protéine utilisée pour les futures expériences.

Comme il est possible de voir sur la Figure 25 nous étions désormais capable d’obtenir
un échantillon d’ExIACter pur et homogéne. En vue de la qualité supérieure de cet échantillon
exprimé avec le systeme cell-free, nous avons poursuivi nos études de sa caractérisation en

utilisant des techniques de biophysique disponibles dans les plateformes du PSB.
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11.2. Caractérisations de I’échantillon in vitro :

[11.2.1. Expérience de Résonance Magnétique nucléaire 1D :

Il @ donc été décidé de commencer la caractérisation d’ExIACter en effectuant des
expériences de RMN 1D. Cette approche permettrait d’avoir des informations rapides

concernant le repliement de la protéine en solution.

Les spectres RMN ont été enregistrés sur la plateforme RMN du PSB avec |'aide
d’Adrien Favier en utilisant ExIACter a différents pH, car la littérature indiquait qu’ExIACter ne

formait des pores dans les liposomes qu’a pH 4,0 [123].

1H (ppm)
1D HETSOFAST experiment 1D HETSOFAST experiment

CpH 4.0

ANOR=0.70

10.0 9.5 2.0 8.0 7.5 7.0 10.0 9.5 2.0

1 8'.5
H (ppm)

1 8'.5
H (ppm)

FIGURE 26 : En haut, spectre RMN enregistré pour ExIACter a pH 4,0 en rouge et a pH 7,5 en bleu. Les régions du
spectre illuminées en rouge indiquent, si des pics apparaissent, une protéine dépliée. A l'inverse, lorsque
I’échantillon est une protéine repliée, on attend des pics sur le spectre dans les régions bleue [141]. En dessous,
présentation des expériences HETSOFAST 1D a pH 4,0 et a pH 7,5.
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Le premier spectre RMN 1D de I'échantillon a été enregistré de 0 a 10 ppm. Sur ce
spectre, des pics sont disposés différemment en fonction de I'état de repliement de la
protéine étudiée. Lorsque la protéine est dépliée, des pics sont observés dans les régions
indiquées en rouge sur le spectre. En revanche, lorsqu’une protéine repliée est étudiée, on
observe un déplacement des pics des régions rouges du spectre vers les régions indiquées en
bleu. Il est possible de voir qu’a pH 4,0 les pics du spectre RMN d’ExIACter sont
majoritairement situés dans les zones rouges. Cependant, certains pics sortent de la zone de
8 ppm a 8,5 ppm pour se retrouver vers la région de 8,5 ppm a 10 ppm. Ceci pourrait indiquer
gu’ExIACter n’est pas une protéine entierement dépliée.

Pour avoir une idée plus claire de I'état structurel de la protéine des expériences
HETSOFAST-1D ont alors été réalisées [141].

Ces expériences sont capables de déterminer I'état structurel d’une protéine en
donnant un score ANOE qui sera obtenu par comparaison entre deux spectres RMN 1D. Cette
expérience se concentre sur la région du spectre comprise entre 7 ppm et 10 ppm. Un premier
spectre est enregistré suivi d’'un deuxieme peu de temps apres. Il est important de noter que
les protéines dépliées se relaxent plus vite que les protéines repliées, et que le temps de
relaxation est lié a l'intensité des pics obtenus en RMN. Pour les protéines dépliées il sera
possible d’enregistrer un deuxiéme spectre équivalent au premier, alors que pour les
protéines repliées, mettant plus de temps pour se relaxer, le deuxieme spectre obtenu sera
beaucoup plus faible que le premier. La différence entre I'aire sous la courbe des deux spectres
enregistrés donnera un score appelé ANOE [141]. Ce score ANOE obtenu est directement relié
a I’état structural de la protéine. Une valeur de 0,25 est obtenue pour une protéine repliée
alors qu’une valeur de 0,75 indique une protéine dépliée. Ici a pH 4,0 ExIACter a donné une
valeur de 0,5, entre les deux extrémes, ce qui suggére un « molten globule » (Figure 26) [141].
Les « moltens globules » sont des protéines a la structure tertiaire qui oscillent entre
différents états de repliement intermédiaires. Ces structures tertiaires sont des étapes de
repliement avant que la structure native soit adoptée, aprés liaison d’'un cofacteur par

exemple ou formation de pont disulfures [142][143].

Ensuite, pour ExIACter a pH 7,5, les pics dans la région de 8,5 ppm a 10 ppm ont
entierement disparu. De plus la valeur ANOE atteint 0,70, ce qui s’est rapproché de la valeur

d’une protéine dépliée.

Dong, les résultats de RMN 1D ont indiqué qu’a pH 4,0, ExIACter était dans un état

« molten-globule », alors qu’a pH 7,5, la protéine était plus proche de I'état déplié.

Le signal RMN 1D est cependant faible considérant la concentration de I’échantillon, il
a donc été envisagé qu’ExIACter soit dans un possible état dimérique transitoire. Ceci aurait

pour effet d’augmenter la taille de I'’échantillon mesuré et induirait alors un aplanissement
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des pics observés. Plusieurs techniques permettent de vérifier la présence d'un état
multimérique pour une protéine d’intérét. Il est possible d’utiliser le SAXS, I'Ultra
Centrifugation Analytique ou encore la spectrométrie de masse native mais I'une des

alternatives la plus simple consiste a utiliser le SEC-MALLS.

[11.2.2. Caractérisation de I’échantillon ExIACter avec le SEC-MALLS :

Le MALLS (pour Multi-Angle Laser Light Scattering) couplé a une colonne d’exclusion
par la taille permet de séparer les échantillons par leurs masses tout en mesurant leurs indices
de réfraction. Il est donc possible de séparer des espéces de tailles différentes tout en
mesurant leurs masses respectives. Ceci permet de définir par exemple si un pic observé en
SEC est dO @ un monomere ou a un dimeére de la protéine de I’échantillon observé. Ici, les
expériences de SEC-MALLS ont été réalisées a pH 4,0 et pH 7,5 a la plateforme de biophysique
du PSB avec l'aide de Caroline Mas pour mesurer des différences potentielles. Les résultats

sont présentés dans la figure 27 ci-dessous [144].
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ExIACter pH 4,0 13.48 ml 1(+/- 1.5%) 30320 (+/- 1%)
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FIGURE 27 : Résultats des expériences de SEC-MALLS sur ExIACter a différentes valeurs de pH.
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Le poids moléculaire théorique d’ExIACter est de 32 kDa. A pH 4,0, la masse d’ExIACter
mesurée est d’environ 30 kDa ce qui correspond a un monomere, qui est élué a la taille et
masse attendues. En revanche, a pH 7,5, un décalage dans I’élution est observé, ExIACter étant
élué en avant le pic d’élution a pH 4,0. De plus, sa masse est enregistrée comme étant a 43
kDa et serait donc plus élevée a pH 7,5 qu’a pH 4,0. Sachant que si un dimére est présent, il
serait attendu aux alentours de 64 kDa, il est possible que le décalage soit di a la présence
d’une dimérisation extrémement transitoire et rapide qui influerait sur la mesure du MALLS.
Ceci peut expliquer aussi le changement de spectre enregistré a pH 7,5 en RMN 1D, induisant

alors son aplanissement.

[11.2.3. Caractérisation de I’échantillon avec les expériences SAXS :

Les résultats de RMN 1D a pH 4,0 étaient en accord avec les résultats du SEC-MALLS et

la protéine semblait donc bien étre un « molten globule ».

Pour confirmer cette hypothése, d’autres expériences de biophysique ont été menées.
Le SAXS (Small Angle X-ray Scattering) permet d’avoir des informations concernant I'état de
repliement et la flexibilité d’un échantillon en solution ainsi que sur son état multimérique,
[145] ce qui permettrait ici de vérifier I’état structurel d’ExIACter directement in vitro, tout en
donnant des informations sur son possible état multimérique a pH 7,5. Pour éviter tout
phénoméne d’agrégation di a la concentration de I’échantillon, les échantillons ont été passés
sur une colonne d’exclusion avant I'expérience de diffusion selon le protocole de SEC-SAXS.
Les expériences ont été menées sur la ligne BIOSAXS de I'ESRF (BM29) de la méme maniéere a
pH 4,0 et a pH 7,5 pour vérifier un possible changement d’état conformationnel de la protéine.

Les résultats sont présentés ci-dessous.
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FIGURE 28 : Données SAXS obtenues avec ExIACter a pH 4,0 en rouge et pH 7,5 en bleu. Le graphe A représente
les données brutes obtenues a partir de la diffusion des deux échantillons en SEC-SAXS. La courbe B est le Guinier
plot pour les deux échantillons. Les points sont tous alignés sur une courbe linéaire indiquant qu’il n'y a pas
d’agrégation. La courbe C représente le Kratky plot pour les deux échantillons, il est possible de voir que les
valeurs du Kratky plot augmentent avec les valeurs X et ne redescendent pas vers 0. Ceci est caractéristiques des
protéines dépliées et flexibles. La courbe D représente la fonction de distribution des paires pour les deux
échantillons. Il est possible de voir que I’échantillon aux deux pH génére des graphes en forme de cloche
asymétrique. Ce type de graphe est caractéristique des molécules dépliées [145].

Les résultats sont trés similaires pour les deux expériences aux deux pH. Les courbes
de diffusion sont superposables pour les deux expériences indiquant les similarités de mesure
pour les deux échantillons. Ensuite, le Guinier Plot est en adéquation avec les données car les
écarts résiduels sont minimes. Nos données sont donc exploitables. Une donnée intéressante
dans notre cas est révélée par le Kratky plot qui est un indicateur de I'état de flexibilité des
molécules dans I'échantillon [145]. Pour les deux expériences, il adopte une tendance
caractéristique qui n’est obtenue qu’avec des protéines flexibles et dépliées [146], voir Figure
28 et 29. Un autre indicateur révélateur de la flexibilité de ExIACter est le graphique de
distribution des paires de distances. Pour les protéines globulaires, il adopte une forme de
courbe en cloche, indiquant une répartition des distances homogeénes le long du centre de la
molécule [146]. Voir Figure 28 et 29. Ici, 'apparence de la courbe, indique que la molécule est
dépliée.
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FIGURE 29 : Adapté de [145]. Allures caractéristiques des courbes de SAXS en fonction de I’échantillon observé
pour, le Kratly plot a gauche et la fonction de distribution des distances a droite.

ExIACter est donc une molécule flexible voir dépliée a pH 4,0 comme a pH 7,5. Ceci
confirme I'hypothése la caractérisant comme « molten globule », en effet, on retrouve bien

ici les composantes de flexibilité et de dynamique qui leurs sont caractéristiques.

[11.2.4. Conclusion sur I’échantillon en solution :

La construction ExIACter a donc pu étre caractérisée in vitro, grace a son expression
dans le systeme cell-free, qui a permis la production d’un échantillon pur et homogéene.
Ensuite les techniques de RMN, SEC-MALLS et SEC-SAXS nous ont permis d’affiner les
connaissances sur la protéine a I’état soluble. |l est désormais clair que la protéine est dans un
état transitoire « molten globule » en solution, a pH 4,0 et a pH 7,5 (et possiblement en forme
homodimere transitoire dans ce dernier). ExIACter étant caractérisée en solution, le prochain
défi était celui de comprendre comment fonctionnent les mécanismes de sa toxicité. Or pour
cela, il fallait se rapprocher du contexte biologique, lors de son activation dans les membranes

de cellules eucaryotes.

En effet, ExIA est une toxine formant des pores dans les membranes des cellules
épithéliales pulmonaires [8]. Cette protéine est donc capable de s’insérer dans une bicouche
lipidique pour interférer avec sa structure. Or les protéines membranaires sont généralement
difficilement stables en dehors de leur environnement membranaire. Cependant, ExIA étant
une toxine sécrétée, elle doit d’abord passer par le milieu extérieur avant de pouvoir s’insérer
dans les membranes. Il faut donc qu’elle soit soluble, tout en étant capable d’interagir avec
les membranes, a I'image d’autres toxines formant des pores sécrétées [147][148]. Certaines
de ses autres toxines ont un état transitoire ou les parties hydrophobes servant a la
déstabilisation de la membrane sont enfouies dans le coeur replié de la protéine. Cet état sert
d’intermédiaire jusqu’a l'activation de la PFT qui entrainera son interaction avec les
membranes, les régions hydrophobes précédemment enfouies seront alors exposées a la
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membrane entrainant un changement de structuration ce qui donnerait alors a la protéine sa

fonction [149] [150]. Il est possible qu’ExIA suive le méme modele.

De plus, I’étude structurale des protéines a I'état de « molten-globule » étant difficile,
il a été décidé suivant le modeéle énoncé précédemment de chercher a mimer un
environnement lipidique dans lequel ExIACter pourrait devenir fonctionnelle. Sa structure
pourrait ainsi étre étudiée par des techniques plus classiques, de la méme maniére qu’une

protéine membranaire.

11.3. Caractérisation de I’échantillon en milieu lipidique :

Les PFT sont capables de s’insérer dans les membranes lipidiques aprés reconnaissance
d’un ligand. Ce ligand peut étre une protéine de surface présente dans la membrane, un
polysaccharide ancré a la membrane ou un lipide particulier [148]. Pour comprendre plus en
détails le fonctionnement d’ExIACter ainsi que pour mieux caractériser son environnement
physiologique, une expérience a été réalisée avec différents types de lipides (lipid-strip de
Echelon lipids). De plus, il est important de noter que ShlA, protéine homologue, requiert de
la phosphatidyléthanolamine pour son activation et se lierait spécifiquement aux lipides
chargés négativement [128][151]. Il serait intéressant de vérifier si les ExIA comporte les

mémes caractéristiques.

[1.3.1. Identification de lipides cibles d’ExIACter :

Cette expérience fonctionne comme un dot-blot a I'exception du fait que ce sont des
lipides qui sont fixés sur la membrane support et non des protéines. Un échantillon d’ExIACter
a été déposé sur la membrane contenant différents lipides et lavé aprés incubation. La
présence de la protéine a été ensuite révélée avec des anticorps anti-ExIACter. Ce test réalisé
par Antoine Maillard (du groupe d’Ina Attree) a partir de la protéine que j'ai purifiée a donc

permis de voir si ExIACter s’était fixée sur certains types de lipides particuliers.
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FIGURE 30 : La protéine ExIACter a été déposée sur chaque position. Aprés incubation et lavage de la membrane
pour éliminer les protéines non fixées sur la bandelette, la présence d’ExIACter a été révélée avec un anticorps
anti-ExIACter. Les différents lipides présents sur cette membrane sont indiqués ainsi que leurs charges globales.
Il semblerait qu’ExIACter interagisse majoritairement avec les lipides négatifs.

Il est possible de voir qu’ExIACter interagit avec certains types de lipides particuliers.
Nous avons donc essayé de vérifier s’il était possible de trouver un point commun entre tous

les lipides permettant I'interaction.

Premiérement, pour les lipides qui n’interagissent pas, avec ExIACter on retrouve les
triglycérides qui sont des lipides servant principalement comme réserve métabolique
d’énergie chez I'humain [152] ; le diacylglycérol, qui est un produit de clivage du PIP3 et est
un messager cellulaire [153] et la phosphatidyléthanolamine (PE) ainsi que la
phosphatidylcholine (PC) qui sont des phospholipides constituant la majorité des membranes
de tout étre vivant [154]. lls contribuent a contrebalancer les charges négatives présentes en
surface induites par d’autres phospholipides. Le PE est aussi tres présent dans les membranes
bactériennes [155]. Il est a noter qu’il est un cofacteur nécessaire a I'activation de ShlA,
protéine homologue d’ExIA [151]. Chez les eucaryotes le PE est principalement situé dans la
partie intérieure de la membrane plasmique alors que le PC principalement situé a I’extérieur
[154].

Finalement, la sphingomyéline et le sulfatides sont des composant principaux de la
myéline, mais ils sont aussi présents dans les radeaux lipidiques de la membrane des cellules
eucaryotes [156]. Le point commun de ces lipides est leur charge globale neutre, qui ne

sembleraient donc pas interagir avec ExIACter.

Parmi les lipides permettant l'interaction avec la protéine on retrouve I'acide
phosphatidique, qui est un précurseur de production des autres phospholipides [153]. Il est
particulier car il force des courbure dans la membrane induite par ses propriétés biophysiques.

Ensuite, on retrouve aussi la phosphatidylsérine qui est un phospholipide constituant les
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membranes cellulaires eucaryotes ; il est généralement situé sur la face intracellulaire de la
membrane, étant responsable de la différence de charge entre les deux c6tés de la membrane
[154].

Le cholestérol semble interagir faiblement aussi. C'est un composant important des
membranes cellulaire eucaryotes, en s’intercalant entre les autres lipides, il permet la
modification des propriétés physico-chimiques des membranes. Il peut générer des zones
appelées radeaux lipidiques qui permettent I'enchassement de protéines particulieres
dépendantes des conditions physico-chimiques de fluidité qu’il crée [157]. Ceci nous a fait
emmetre I'hypothése qu’ExIA était peut-étre localisée dans les lipids-rafts durant I'infection.

Ce point sera discuté plus tard.

On retrouve aussi la cardiolipine, qui est un lipide situé principalement chez les
mitochondries, ou il constitue 20 % des membranes [158]. (Il est donc, par extension,
extrémement présent dans le cceur, d’ou son nom.) C’est aussi un constituant important des

membranes bactériennes [159].

Enfin, on observe une série d’interactions avec les phosphatidylinositols (PI) qui sont
des phospholipides présents dans le feuillet interne de la membrane cellulaire. lls sont
cruciaux pour le développement correct de la cellule et sont impliqués dans de nombreux
phénoménes cellulaires. Dans ces phénomeénes, leurs principales fonctions restent la

communication intracellulaire et le trafic intracellulaire de vésicules [160].

I ne semble pas qu’ExIA cible des lipides aux fonctions particulieres mais que
I'interaction soit plutét médiée par leurs charges. En effet, la plupart des lipides permettant
I'interaction ont une charge globale négative. Ceci est similaire a ce qui est observé pour ShlA.
En revanche, ExIACter ne semble par se lier au PE, nécessaire a |'activation de ShlA [151]. Ceci
peut étre da au fait, que soit ExIA ne requiert pas ce lipide pour étre fonctionnelle, soit il est

nécessaire mais uniguement pour la partie N-terminale d’ExIA.

Sachant que le pl d’ExIACter se situe autour de 9, il est possible qu’il y ait interaction
grace aux charges. Ayant connaissance du profil d’interaction d’ExIA avec les lipides, nous
avons voulu confirmer cette interaction de maniere plus physiologique en incubant ExIACter

avec des liposomes.

[11.3.2. Expérience de flottaison de liposomes :

L’expérience de flottaison de liposomes a été réalisée en partenariat avec Viviana Job
(dans le groupe d’Ina Attree) pour vérifier I'interaction d’ExIACter avec les lipides. Pour cette

expérience, un échantillon de liposome est mélangé avec la protéine d’intérét. Au-dessus de
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cet échantillon est déposé un gradient de sucrose. Le tout est centrifugé dans une
ultracentrifugeuse. Les lipides flottant différemment des protéines, ils seront séparés les uns
des autres par la centrifugation. Cependant, si les protéines interagissent avec les liposomes,
ils migreront ensemble. Ceci est visible en déposant sur gels les fractions du gradient aprés
centrifugation. Ces gradients ont été réalisés pour ExIACter. Une chose remarquable est
I'apparition d’une opacification des échantillons aprés incubation entre ExIACter et les

liposomes.

FIGURE 31 : Aspect des échantillons aprés incubation avec ExIACter. (Avant ultracentrifugation) L’échantillon
gauche contient uniquement ExIACter. L’échantillon au centre contient uniquement des liposomes. L’échantillon
a droite contient ExIACter et des liposomes. L’ajout d”ExIACter induit la formation d’un précipité avec les
liposomes.

Ceci impligue que la protéine est capable d’étre active lorsqu’elle est incubée avec des
liposomes. Cette activité est probablement a la base de la formation de ce précipité. Apres
ultracentrifugation de ces échantillons, et dép6t des différentes fractions sur gel, les résultats

suivants ont été obtenus.
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FIGURE 32 : Résultats du gradient de sucrose pour ExIACter. Apres 2 h d’incubation, la protéine et les liposomes
ont été déposés au fond du tube. Les couches du gradient de sucrose ont été pipetées au-dessus. Apres
centrifugation, les fractions des fractions de 500 pL ont été récupérées, numérotées comme indiqué et déposées
sur SDS-PAGE. Parmi les tubes présentés ici, le tube a gauche contient uniquement des liposomes alors que le
tube a droite contient des liposomes et ExIACter. La fleche marron indique ou sont situé les liposomes et la fleche
verte ou est située ExIACter. On peut voir que ExIACter migre avec les liposomes, indiquant une interaction entre
les deux molécules.

Mix ExIAci+
Liposomes

Il est possible de voir qu’avec cette expérience, ExIACter restait au fond du gradient de
sucrose lorsque les liposomes étaient absents. En revanche, lorsque des liposomes étaient
rajoutés au mélange, ExIACter était entrainée avec ceux-ci lors de la migration et « flottait »
au-dessus du gradient. Si I'on compare avec la TEV qui n’interagit pas avec les lipides, apres
migration celle-ci restait bien au fond du gradient méme si des liposomes étaient ajoutés au
mélange. Ceci semble indiquer qu’ExIACter interagit bien avec des liposomes. Il est a noter
gu’ExIACter, apres migration, ne se situait pas avec la fraction contenant les liposomes intacts
mais deux fractions aprés (représentée par les fleches vertes et marrons sur la Figure 32).
Cette fraction était reconnaissable car elle contenait un précipité floconneux blanc qui
pourrait contenir des morceaux de liposomes détruits en complexe avec ExIA. Ce type de
précipité avait déja été observé dans I'équipe lorsque les protéinés PopD et PopB (formant le

pore translocon du SST3) ont été incubées avec des liposomes [161].
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FIGURE 33 : Protéolyse ménagée sur les échantillons ExIACter avec et sans liposomes. L’échantillon sans
liposomes est un aliquot de la fraction 11 sans liposomes de la figure 27. L’échantillon incubé avec liposomes est
un aliquot de la fraction 5 avec liposomes de la figure 27. TO = avant digestion. T1= 2H, T2= 3h30, T3= 5H, T4=
18H de digestion. Dans les deux cas, la protéine est dégradée par la pepsine utilisée a 1/2000 a un ratio molaire.
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Pour vérifier I’état d’ExIACter dans les liposomes, des tests de protéolyse ménagée ont
été menés sur les échantillons ayant été incubés avec ou sans liposomes. En effet, si la
protéine est insérée dans les membranes lipidiques, certaines régions devraient étre
inaccessibles aux protéases. La protéine insérée dans les liposomes devrait donc étre plus
résistante a la protéolyse que la protéines seule. ExIA étant a pH 4,0 nous avons utilisé la
Pepsine qui reste active a ce pH ci. Utilisée sur les deux échantillons, il est possible de voir que
dans les deux cas, aprés 2 heures de digestion, il ne restait plus d’ExIACter visible sur gel. La
protéine est donc sensible a la Pepsine méme aprés avoir interagi avec les liposomes. Il est
possible que la ExIACter ne soit que partiellement insérée dans les liposomes et donc toujours
accessible a la protéase ou qu’elle soit composée de nombreuses boucles accessibles hors des
liposomes ce qui induirait une digestion en fragment trop petits pour étre visibles sur gel. Ceci
implique que ExIACter ou une partie serait accessible depuis le solvant méme lorsqu’elle

interagit avec les lipides.

[11.3.3.  Reconstitution de membranes supportées et utilisation de la Microscopie de
force atomique :

Nous avons donc décidé de continuer nos études en utilisant la microscopie de force
atomique (ou AFM pour Atomic Force Microscopy). Au PSB, cette plateforme est dirigée par
Jean-Luc Pellequier et Jean-Marie Teulon, qui ont participé activement a cette étude. Pour
réaliser ces expériences, des liposomes ont été préparés et incubés sur un support de mica,
formant une bicouche lipidique supportée. Cette bicouche a pu ensuite étre imagée par AFM.
Durant les expériences présentées ici, la bicouche a été imagée une premiere fois afin de servir
de controle visuel et de vérifier ses propriétés biophysiques. La protéine ExIACter a ensuite
été ajoutée dans la cellule d’imagerie et les images de son effet ont été enregistrées au cours
du temps. Il est a noter que les membranes et la protéine ont été préparées dans le méme

tampon. Les premiéres images enregistrées d’apres ce protocole sont présentées ici.
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FIGURE 34 : Images des premiéres expériences d’AFM avec ExIACter. A gauche, image de la membrane supportée
avant ajout de la protéine imagée sur un champ de 10 um x 10 um. La protéine a été ajoutée sur cette membrane,
puis 'ensemble a été imagé de nouveau aprés 30 min d’incubation a température ambiante. On obtient alors
I'image centrale qui correspond a un champ de 4 um x 4 um. L'image a droite est un zoom de la précédente sur
une zone de 2 um x 2um. La membrane auparavant complétement plane est maintenant parsemée de trous
énormes.

Les premieres images qui ont été obtenues montrent I'impact destructeur d’ExIACter
sur les bicouches lipidiques. On observe un changement total de I'aspect de la membrane avec
des trous de tailles différents qui parsement les restes de la membrane entierement détruite
(ressemblant a un filet de péche). Pour obtenir ces images, la concentration en protéine
utilisée durant I'expérience était extrémement élevée (1mM). La concentration en ExIACter
déposée sur les membranes a donc été diminuée pour pouvoir visualiser un effet plus proche
de I'effet physiologique sur les membranes. Une premiére série d'images a donc été réalisée
avec une concentration croissante d’ExIACter pour déterminer quelle gamme de
concentration permettrait d’imager correctement l'effet de la protéine. Suite a ces
expériences, nous avons décidé d’utiliser des échantillons d’ExIACter a des concentrations
entre 1 nM et 10 nM. Cette fois cependant, plusieurs images des mémes zones ont été
enregistrées les unes a la suite des autres dans le temps. L'effet de la toxine a pu étre

enregistré sur 40 minutes avec une image toute les 8 minutes environ.
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FIGURE 35 : Cinétique de I'action d’ExIACter sur les membranes. Chaque image nécessite 8 minutes 30 pour étre
prise. Elles sont toutes prises a la suite sur la méme zone. A. Image de la membrane avant ajout d’ExIACter. Il est
possible de voir quelle est plane et homogene. B. Image de la méme membrane aprés ajout de 1 nM d’ExIACter.
(T= 8 min 30). Il est possible de voir des trous se former dans la membrane C. Image suivante (T= 17 min). Les
trous s’agrandissent. D. Image suivante (T= 25min 30). Il est possible de voir que de nouveaux trous apparaissent.
E. image suivante. (T=34 min) Les trous commencent a étre rebouchées par des protéines.

Des trous sont visibles dans la membrane aprés applications d’ExIACter. Ces trous
sont de taille variable et s’insérent dans la membrane en moins de 8 minutes 30, ce qui indique
gue cette protéine est donc bien capable de perforer et déstabiliser la membrane. Cependant,
les trous observés sont bien trop gros pour étre des canaux laissant spécifiquement passer
certains ions comme prévu par les expériences et le modele proposé [117]. Il est possible que
la variabilité des trous soit issue de la membrane imagée, qui ne subit pas de pression latérale
comme dans les cellules. En effet, dans les cellules, les membranes sont soumises a une
pression qui est donnée par la forme des cellules. Cette pression est absente en AFM car les
membranes reconstituées sont planes et peuvent s’étendre sur le MICA. Ainsi, lorsqu’un trou
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se forme sur une membrane reconstituée, les lipides sont déplacés et la membrane s’étend.
Dans la cellule, lorsqu’un trou se forme, les lipides diffusent pour reboucher le trou sous la
pression exercée par le reste de la membrane cellulaire. Il est aussi possible que la présence

de la partie N-terminale d’ExIA puisse limiter la taille du pore formé.

En résumé, il a été possible de confirmer I'interaction d’ExIACter avec des liposomes
formés de PS et de PC. Cette interaction entraine aussi une destruction de la membrane
lipidique. Cependant, il n’y a pour le moment aucune information quant au repliement
potentiel d’ExIACter dans la membrane. Il n’est donc pas possible de 'associer a un type de

PFT connu ou d’extrapoler son mécanisme d’action.

11.4. Recherche d’informations structurales sur I’échantillon en milieu
lipidique :

[11.4.1. Caractérisation par cristallographie rayons X :

Une des techniques utilisées pour permettre la détermination de structure de
protéines membranaires est la cristallographie aux rayons X avec cristaux produits en phase
cubique lipidique (LCP pour lipidic cubic phase)[162]. Cette technique utilise des lipides
spécifiques qui adopteront des structures cristallines liquides en fonction de la température
du milieu et de la quantité d’eau avec lesquels ils seront mélangés. Ces structures lipidiques
serviront alors de matrice a la formation de cristaux de protéines membranaires. Cette
technique a permis la résolution de structure de nombreuses protéines membranaires comme
le récepteur B-adrénergique humain (code PDB : 2RH1 [163]) ou encore des protéines du
complexe photosynthétique (code PDB: 2FKW[164]). Or, les structures de ces protéines
membranaires sont tres recherchées car elles sont impliquées dans des processus biologiques

clés tel que la photosynthése ou la communication intracellulaire.

Cependant, cette technique ne fonctionne efficacement qu’avec des cristaux de
qualité, préparés avec des protéines correctement repliées, les parties flexibles des protéines
pouvant géner la cristallogenése. Or, ExIACter, d’aprés les précédentes expériences menées
en solution n’appartient pas a cette catégorie de protéines, ce qui rend sa cristallisation
complexe. Cependant, il a été montré précédemment qu’ExIACter interagissait avec les lipides
et bicouches lipidiques; donc, nous avons envisagé d’utiliser la LCP comme support de

cristallisation et de repliement pour ExIACter.

L’échantillon purifié a partir de I'extrait Cell-free était assez pur et en quantité
suffisante (120 pL a 9 mg/ml) pour permettre un criblage de conditions de cristallisation en

LCP avec la plateforme HTX du PSB (avec I'aide de Delphine Blot et d’Anne-Sophie Humm). Les
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premiéres tentatives de cristallisation ont été faites a 8,7 mg/ml. Pour ce faire, la monooleine,
lipide constituant cette phase cubique, a été mélangée avec ExIACter. La formation de la phase
cubique dépend de la quantité d’eau mélangée avec la monooleine et de la température. A
20 °C a un ratio 60 % monooleine — 40 % ExIACter, la monooleine devrait former une phase
cubique. L’échantillon et la monooleine sont difficiles a mélanger, deux seringues ont alors été

utilisées pour permettre le mélange de la phase en la passant d’une seringue a une autre a

travers un fin canal.

Phase lipidique homogéne
ExIACter + Monoleine

FIGURE 36 : Monooleine mélangée avec I'échantillon ExIACter (respectivement 60 % / 40 %). Il est possible de
voir que la phase est limpide et homogene indiquant qu’elle est en phase cubique et préte a étre utilisée.

Cette phase cubique contenant ExIACter a été utilisée pour réaliser 9 plaques de
criblage de conditions de cristallisation. Quelques gouttes semblaient alors permettre la
croissance de cristaux comme présenté dans la Figure 37. La majorité des cristaux obtenus
avait la forme d’oursins ou de baguettes allongées. De maniére intéressante, les cristaux ont
poussé a pH acide ce quirappelle le pH d’activation d’ExIACter avec les liposomes. Les cristaux
sont apparus aussi majoritairement en présence de PEG 400 et de Chlorure de Cadmium. Or,
il s’agissait approximativement de la condition qui avait généré les premiers cristaux
d’ExIACterStop en goutte suspendue classique (Figure 23 et 24). Il est intéressant de noter
gu’a cette quantité de PEG 13, la LCP est devenue une Sponge phase, une phase lipidique

cristalline contenant des canaux de solvant plus larges que la phase cubique classique [165].
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PEG 40030% V/V
0,1 M Acétate de sodium a pH 4,6
0,1 M Cddcl
ExIACter a 8,7 mg/ml

PEG 8000 10% W/V
0,1MMESapH6
0,2 M Acétate de Zinc
ExIACter a 8,7 mg/ml

PEG 40036% V/V
0,1 M Acétate de sodium a pH 4,6
0,15 M Cddl
ExIACter a 8,7 mg/ml

FIGURE 37 : Premiers cristaux obtenus en LCP. Les oursins de la condition a gauche n’ont jamais pu étre
reproduits. Les cristaux des deux autres gouttes nous ont encouragés a améliorer cette condition pour obtenir
des cristaux plus gros et plus homogénes, compatibles avec I'utilisation d’une ligne synchrotron.

Les baguettes obtenues étant trop fines et pas assez homogenes pour étre utilisées sur
une ligne synchrotron, de nouveaux criblages ont été réalisés pour trouver de nouvelles
conditions permettant la croissance de cristaux plus gros. Aprées criblage, la concentration de
protéine a donc été diminuée progressivement a 6 mg/ml ainsi que la concentration en PEG
400 et Chlorure de Cadmium. Ceci a permis la croissance de baguettes plus épaisses et plus
définies comme il est possible de voir sur la Figure 38.

PEG 400 36% V/V PEG 400 38% V/V PEG 400 36,4% V/V

0,1 M Acétate de sodium a pH 4,6 0,1 M Acétate de sodium a pH 4,6 0,1 M Acétate de sodium a pH 4,6
0,1 M CdCl /0,05 M Nacl 0,08 M CdcCl 0,06 M CdCl /0,01M NacCl
ExIACter a 8,7 mg/ml ExIACter a 6,3 mg/ml ExIACter a 6 mg/ml

FIGURE 38 : Derniers cristaux obtenus. Les deux gouttes a gauche ont été péchées par la plateforme HTX pour
étre soumises aux rayons-X sur ID 23-2.
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Normalement, la détection des cristaux en LCP se fait par prise d’une image de la
goutte en UV. Les protéines absorbant les UV, le cristal de protéine apparait alors. Cependant,
ExIACter ne contient pas de tryptophanes, cette protéine est invisible en UV. La vérification
de la qualité du cristal ne peut donc se faire que par diffraction aux rayons-X. Les cristaux ont
donc été péchés par la plateforme HTX. Pour ce faire, un robot est venu toucher, avec la pointe
d’une boucle de péche enduite de colle, le support sur lequel la goutte de LCP avait été
déposée. La forme du cristal a alors été découpée au laser et le robot a pu se retirer en
emportant, grace a la colle, le support de la LCP ainsi que la LCP. L'ensemble a été cryogénisé
dans I'azote liquide et était prét a étre soumis a une source rayons X. Les cristaux ainsi péchés

ont été soumis au rayonnement synchrotron sur ID23.2.

FIGURE 39 : Clichés de diffraction obtenus a partir de I'exposition des cristaux d’ExIACter présentés dans la Figure

38. Il est possible de voir la diffraction de la phase lipidique sous forme d’anneaux, mais aucune tache de
diffraction issue de la protéine ExIACter n’est visible.

Les clichés de diffraction sont présentés dans la figure 39. La diffraction de la phase
lipidique est visible mais aucune donnée de diffraction de protéine exploitable n’a pu étre
visible et extraite. Les cristaux étaient possiblement trop petits pour diffracter suffisamment.
La fermeture temporaire du synchrotron ESRF pour amélioration pendant 18 mois a empéché

la poursuite des expériences qui concernaient I'amélioration et la diffraction de ces cristaux.

I11.5. Conclusions sur I’échantillon ExIACter :

D’apreés ces expériences, nous avons pu clairement montrer que le domaine C-terminal
d’ExIA avait une activité sur les bicouches lipidiques. Concernant notre modele, nous pouvons
dire que cette protéine est dans un état « molten-globule » en solution mais reste capable

d’étre activée une fois en présence de lipides. Une certaine spécificité envers les lipides
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V.

chargés négativement est observée. Enfin, ExIACter est aussi capable de former des trous a
une concentration tres faible (1 nM) dans les bicouches lipidiques. Sur ces points, ExIACter
semble fonctionner de la méme maniére que ShlA. Cependant, pour obtenir plus
d’informations quant aux mécanismes d’action de la protéine compléte, nous avons cherché

a caractériser le fonctionnement des autres constructions ExIA-FL et ExIAACter.

Les constructions ExIAACter et ExIAFL :

Sur ce projet, nous nous sommes focalisés principalement sur la partie ExIACter qui
présente [l'activité cytotoxique. Cependant, pour comprendre plus en détails le
fonctionnement de la protéine compléte ainsi que de son domaine C-terminal nous avons
aussi essayé de caractériser les constructions ExIAACter et ExIAFL. Par souci de clarté, les

constructions seront rappelées ici.

EXIAACterCcoiI

|
< EXlAActerZ — %
on! EXIAACter I ™ =
| | —
7§ ® Domaine D;(;"g![gis Domaine Cterminal
E 1 TPS P Sans homologues
FHA
— 3 169 266 1356 1674
ExIA-FL

FIGURE 40 : Récapitulatifs des différentes constructions d’ExIA utilisées ci-dessous.

IV.1.1. Caractérisation de la protéine ExIAACter :

Nous avons poursuivi nos études avec la construction ExIAACter car cette partie de la
protéine avait été prédite dans un premier temps comme étant formée par des répétitions de
la séquence de la FHA-1 de la FhaB de Bordetella pertussis. Ces séquences sont prédites
comme étant des B-hélices et sont donc repliées. De plus, le systeme de sécrétion de type 5b
n’utilisant pas d’ATP pour permettre la sécrétion, il a été hypothétisé que la sécrétion utilise
le repliement de ces domaines en B-hélices a I'extérieur de la cellule comme moteur pour le
passage du polypeptide [122]. On peut donc penser que ces domaines sont stables et peu
enclins a étre dégradés car leur repliement dégage suffisamment d’énergie pour permettre la
sécrétion. Or apres expression de cette construction dans le cytoplasme bactérien, il a été

possible d’observer la dégradation de la protéine ExIAACter (Figure 41).
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Ce phénomeéne de dégradation a semblé continuer au long de la purification. Les
premieres expressions et purifications de cette construction se faisaient apres expression a 25
°C sur la nuit. Pour empécher la protéine de se dégrader dans le cytoplasme bactérien, il a été
décidé de la produire en un temps minimum. La protéine a été exprimée a partir d’un pET-28
contenant I'opéron lactose ; or pour I'opéron lactose, I'apparition de protéines recombinantes
se fait quelques minutes apres induction [166]. Les cellules exprimant ExIAACter ont donc été
laissées 45 minutes a 37 °C apres induction. Les cellules ont été lysées et le lysat a été chargé
sur colonne de nickel puis élué. Il est possible de voir sur le Western blot anti-his fait sur
I’élution de Nickel la différence de dégradation entre les deux types d’expression (Figure41).

25°C / Nuit [ 37°C/ 45 min ]

| M | Elutionnt |l ElutionNi | M |

FIGURE 41 : Western-blot comparatif entre différentes fractions d’élutions d’ExIAACter. A gauche WB anti-
6histidine sur élution de Nickel aprés expression de la protéine ExIAACter a 25 °C sur la nuit. A droite, idem mais
apres expression 45 min a 37°C. |l est possible de voir que la répartition des sous-espéces dégradées d’ExIAACter
est différente entre les deux moyens d’expression.

Cependant, malgré ce changement dans le protocole, des espéeces dégradés étaient
toujours présentes, étant retenues sur colonne de nickel et révélées par Western-Blot anti-
histidine. En sachant que le tag Histidine est en extrémité N-terminale de la protéine, il a été
possible d’extrapoler que la dégradation se produisait par I'extrémité C-terminale
d’ExIAACter. De plus, la dégradation a continué apres purification. Comme il est possible de
voir sur le gel ci-dessous, ExIAACter disparait rapidement du gel au cours du temps. Toutes les
purifications ont donc été faites en un jour depuis I'expression a la colonne d’exclusion par la

taille pour limiter I'impact temporel de cette dégradation.
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FIGURE 42 : SDS-PAGE indiquant la dégradation d’ExIAACter au cours du temps. Le temps est indiqué en jours.
Un échantillon a été laissé en chambre froide pendant un mois. Des fractions ont été prélevées a différents temps

et déposées sur gel. Il est possible de voir la protéine disparaitre au cours du temps indiquant sa dégradation
apres purification.

IV.1.1.1. Création du clone ExIAACter?2 :

Nous avons donc décidé de modifier le clone a son extrémité C-terminale. Or selon
certains serveurs de prédiction de structure secondaire, la séquence du clone ExIAACter aurait
été amputée d’un dernier brin de feuillet-B dans un premier clonage effectué par Michel
Ragno (dans le groupe d’Ina Attree), de qui nous avons obtenus le clone. Un nouveau clone
construit a partir du clone ExIAFL (par mutation d’un résidu en codon stop) a été effectué en
incluant la séquence de ce potentiel brin B. Cette construction a été nommée ExIAACter2.
Apres expression de ce clone et purification de la protéine par colonne d’affinité au Nickel, la

présence d’espéces dégradées était toujours visible.

oG v [ Total | NR [lavage]  Elution |

130 — . T - ‘—{EXIAACterZ]
100 — W '
25— .
-

FIGURE 43 : SDS-PAGE de la purification sur billes de nickel de la protéine ExIAACter2. On peut voir sur gel les
fractions : Total : fractions des protéines solubles apres centrifugation du lysat cellulaire. NR : Protéines non
retenues par les billes de nickel. Lavage : protéines éluées durant I’étape de lavage des billes. Elution : protéines
éluées durant I'étape d’élution des billes. Il est possible de voir la protéine ExIAACter2 retenue et éluée par les

billes. Cependant, la présence de nombreuses bandes de plus petite taille que la protéine complete semble
indiquer la présence de dégradation.
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IV.1.1.2. Création du clone ExIAACter6his :

La présence de dégradation étant génante, le tag-histidine a donc été placé en C-
terminal afin de ne purifier par colonne d’affinité uniquement les espéces entierement
synthétisées. Ce clone a été appelé ExIAACter6his.

Chromatograme d'ExIAACterg, sur NiNta 5ml Chromatograme d'ExIAACterg;, sur S200
3000 100
‘ 10/300
2500 80
= = 100
2 2000 =3
E 60 t %
E 1500 } =3 g 60
3 0 £ £
s | = o
g 1000 | 5] é 40
< o o
< 20
ot 20
0
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FIGURE 44 : Purification de la protéine ExIAACter6his. A gauche, profil d’élution de colonne de nickel de la
protéine d’intérét. En dessous, SDS-PAGE correspondant a I’élution de la colonne. Lavage = protéines éluées
durant le lavage de la colonne. Il est possible de voir qu’un contaminant présent aux alentours de 75 kDa est co
-purifié avec la protéine entiére. A droite, profil d’élution de colonne d’exclusion stérique S200 10/300 et SDS-
PAGE associé. VM = volume mort de la colonne, il s’agit du pic a 8 ml. Picl = pic entre 10 et 13 ml. Pic2= pic entre
15 et 18 ml. Plusieurs espéces sont séparées par la colonne et sont probablement des produits de dégradation.

Apres expression et purification il a été possible de voir que cette construction se
dégradait toujours. Sur le gel résultant de la colonne d’exclusion par la taille, une espéece
dégradée d’ExIADCter6his semblait étre présente en quantité supérieure aux autres especes
dégradées (vers 75 kDa). Cette protéine a été isolée et analysée en séquengage N-terminal et
en spectrométrie de masse (Plateforme du PSB) afin de pouvoir isoler un possible domaine
stable. La spectrométrie de masse a identifié des especes de 74 kDa mais le séquengage N-

terminal ne fut pas concluant ce qui n’a pas permis l'identification de ce domaine.

70



IV.1.1.3. Création du clone ExIAACterCcoil :

Un dernier clone a été expérimenté a partir d’un autre allongement de la séquence en
N-terminal. De maniére intéressante, les motifs B-hélices ont tendance a s’agréger s’ils ne sont
pas correctement terminés. En effet, une terminaison prématurée du motif expose au solvant
son coeur hydrophobe. Certains domaines courts sont alors connus pour servir de terminaison
a ces domaines B-hélices [167]. Dans la séquence de ExIAFL, une séquence coiled-coil est
prédite en N-terminal de la séquence de ExIAACter. Inclure ce domaine dans la construction
servirait potentiellement de domaine terminateur pour ExIAACter. Ce clone, nommé
ExIAACterCcoil a été construit a partir du clone ExIAFL, et I'expression et purification de la

protéine ont été faits comme expliqué pour les autres constructions.
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FIGURE 45 : Purification de la protéine ExIAACterCcoil. A gauche, profil d’élution de la protéine sur colonne
d’affinité au Nickel et SDS-PAGE associé. Sol= fractions des protéines solubles apres centrifugation du lysat
cellulaire. NR= protéines non-retenues sur la colonne. Picl correspond au pic de lavage a 16 ml. Pic2 correspond
au pic a 48 ml. Pic 3 correspond au pic a 86 ml et pic 4 correspond au pic a 115 ml. La protéine est bien exprimée
et retenue sur la colonne. A droite, profil d’élution d’ExIAACterCcoil sur colonne d’exclusion stérique S200 10/300
et SDS-PAGE associé. Il est possible de voir qu’un seul pic est élué au volume mort de la colonne indiquant que
la protéine s’est agrégée.

Il est possible de voir que comme précédemment, aprés expression et purification,
cette construction est tout méme dégradée. Cependant, son expression dans les mémes
conditions que précédemment a entrainé la production d’'une plus grande quantité de

protéine. Ceci était encourageant, et a indiqué que la protéine était mieux exprimée ou plus
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stable et donc moins dégradée par la bactérie. En revanche, cette protéine était éluée dans le

volume mort de notre colonne d’exclusion par la taille, indiquant qu’elle s’est agrégée.

IV.1.2. Caractérisation de la protéine ExIA-FL :

Une élongation du clone ExIAACter serait encore inutile puisqu’il reviendrait a travailler
guasiment sur le clone ExIAFL. Nous avons donc décidé de travailler directement sur le clone
complet d’ExIA. Considérant les problemes récurrents de dégradation encourus, il a été décidé
d’éviter I'expression en bactéries pour essayer d’exprimer la protéine en Cell-free, ce qui avait
déja fonctionné au préalable pour ExIACter. Cependant, aprés clonage en pIVEX 23 et 24 et
expression, un Western blot anti ExIA sur I'extrait de cell-free a indiqué que la protéine
exprimée était tout de méme dégradée. Ceci a pu étre di a I'expression cell-free, ou le
ribosome peut se décomplexer de I’ARN et induire une transcription abortive car le gene est
relativement long puisqu’il induit I’expression d’une protéine de 170 kDa. De plus, lors de sa
production, une grande partie de la protéine produite s’est retrouvée non soluble ou ne s’est
pas liée a la résine Nickel. Nous avons donc cherché a stabiliser la protéine entiere en ajoutant
des détergents, nanodisques ou liposomes dans le mélange réactionnel, le but ici étant
d’utiliser ces additifs pour stabiliser les protéines entiéerement exprimées. En effet, ExIACter
interagissant avec les membranes, il était possible d’'imaginer qu’elle s’insérerait dans les
lipides via son domaine C-terminal ce qui I'empécherai d’étre dégradée par cette extrémité. Il
serait ensuite possible de séparer les protéines actives et fonctionnelles étant potentiellement
entieres des contaminants issus de dégradation en purifiant les liposomes, détergents et ou

nanodisques (emportant avec eux les protéines ExIA fonctionnelles).

IV.1.2.1. Utilisation de la méthode Cell-Free pour exprimer le ExIA-FL en
détergents :

Des expériences préliminaires ont été faites par Lionel Imbert, responsable de la
plateforme Cell-Free du PSB, afin de vérifier que la construction ExIA-FL était bien exprimée
et pour déterminer quels détergents pouvaient solubiliser la protéine. A partir des meilleurs
résultats, nous avons augmenté la quantité de réaction pour vérifier avec un Western-blot

anti-ExIA la qualité de I'expression et la solubilité des conditions testées.
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FIGURE 46 : Western-Blot anti-ExIA sur les réactions d’expression de Cell-Free avec ExIA-FL. Les fractions ont été
centrifugées et le culot et le surnageant sont comparés en fonction des conditions d’expression, a 16°C, a 20°C
et a 37 °C. l'ajout de détergent a été testé a 20°C. Sn= Protéines solubles aprés centrifugation, C= protéines
insolubles aprés centrifugation. Les détergents aident a la solubilité de la protéine ExIA-FL.

Sur ce Western-blot anti ExIA, il est d’abord possible de constater la présence de
nombreuses bandes de taille plus faible que la protéine entiére, indiquant que la protéine
exprimée, encore une fois, était dégradée. En outre, faire la réaction de Cell-free a 16 °C, 20
°Cou 37 °C sans détergent n’a pas permis de solubiliser la protéine ExIA-FL. A I'inverse, 'ajout
de Brij 58 (50 CMC) ou de DDM (10 CMC) a entrainé le déplacement de la protéine des
fractions insolubles vers les fractions solubles. Le Brij 58 notamment semblait solubiliser une
grande partie de la protéine ExIA-FL produite. Cependant, lors de I'étape de purification par
affinité au Nickel, (les protéines étant taguées-histidine) le changement de détergent pour du
DDM 2 CMC a entrainé une précipitation de I"’échantillon sur les billes de résine au Nickel.
Nous avons donc essayé de changer les détergents pour des liposomes. Normalement, le
domaine C-terminal étant présent, la protéine devrait interagir avec. Il s’agissait, la aussi, d'un
moyen de séparer la protéine compléte interagissant avec les liposomes de la protéine

dégradée sans C-terminal.
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IV.1.2.2. Utilisation de la méthode Cell-Free pour exprimer le ExIA-FL avec des
liposomes :

]

‘—— Précipité

Milieu réactionnel

__ Support membrane
de dialyse

FIGURE 47 : Présence d’un précipité aprés expression d’ExIAFL en Cell-Free avec ajout de liposomes. Le milieu
visible est le mix de réaction contenu dans une membrane de dialyse GEBAFLEX. Un précipité est visible et
schématisé par le nuage.

Nous avons donc ajouté des liposomes a 1 mg/ ml dans le mélange réactionnel de Cell-
free. A la fin de la réaction, il était possible de voir qu’un précipité floconneux était apparu
(voir Figure 47). L'ensemble de la réaction a été centrifugé et le culot a été repris dans du
tampon contenant du DDM 0.08%. L’échantillon a été centrifugé a nouveau. Le gel (Figure 48)
indique que la majorité de la protéine était toujours dans le culot apres re-suspension avec du
détergent, mais une infime partie de la protéine ExIA-FL était soluble. Nous avons donc tenté

de purifier cet échantillon avec une colonne d’affinité au Nickel.
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FIGURE 48 : A droite, SDS-PAGE des échantillons de la réaction de Cell-Free. Le total correspond a la totalité de
I’échantillon récupéré. La fraction soluble est la fraction soluble obtenue apres re-suspension et centrifugation
de I"échantillon. Le culot est la fraction de protéine obtenues dans le culot aprés re-suspension avec détergent
et centrifugation. Le chromatogramme d’élution d’ExIA-FL sur colonne de Nickel est présenté ici. A droite, SDS-
PAGE associé a la chromatographie d’affinité.
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Comme il est possible de voir dans la Figure 48, la protéine ExIA-FL a été éluée en
détergent de la colonne de Nickel. Une petite quantité était visible mais nous avons continué
la purification avec une colonne SEC pour caractériser le comportement de I’échantillon en

solution.
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FIGURE 49 : Chromatogramme sur colonne SEC de I’échantillon ExIA-FL en détergents. A gauche, SDS-PAGE
associé.

L’échantillon injecté dans la colonne d’exclusion contenait de nombreux contaminants.
La colonne a été capable de séparer certaines espéces, mais la protéine la plus intéressante
pour nous était I'espéce ExIA-FL (170kDa) qui a été éluée dans le volume mort de la colonne,

indiquant sa probable agrégation.

L'ajout des différents additifs n’a pas permis de réduire la dégradation ni d’augmenter
la solubilité de d’ExIA-FL. Ces expériences ont été faites a la fin de ma thése. Le temps a
manqué pour essayer de les améliorer. Cependant, nous avons pu travailler sur ExIA-FI et

ExIAACter a partir d’autres échantillons, comme décrit ci-dessous.

En effet, ExIA-FL a pu étre purifiée par Antoine Maillard du groupe d’Ina Attree a partir
des corps d’inclusion et a partir du sécrétome de P. geruginosa. La protéine est stable dans
I'urée et est active lorsque l'urée est diluée de la méme maniére que pour ShlA, une toxine
similaire [151]. ExIAACter a été aussi purifiée par Viviana Job du groupe d’Ina Attree en
utilisant de nombreuses itérations de colonne d’exclusion par la taille. Cependant la protéine
n’était pas stable au cours du temps, puisque a chaque itération de colonne, une portion du
pic correspondant a la protéine soluble se déplacait vers les pics élués au volume mort,
correspondant aux protéines agrégées. Des échantillons compatibles avec des expériences de

biophysique ont quand méme été purifiés en utilisant ces stratégies.
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1V.2. Caractérisation de ExIA-FL et de ExIAACter en solution :

Ensuite nous avons voulu reproduire les expériences de SAXS précédentes mais cette
fois avec les deux échantillons ExIAFL et ExIAACter. Le SAXS est une technique tres utile pour
caractériser les échantillons en solution mais elle est tres sensible a I'agrégation qui peut se
produire avec les protéines. L'une de nos protéines, ExIAACter, avait une forte tendance a
s’agréger au cours du temps. |l a donc été décidé de suivre le protocole SEC-SAXS pour éviter
toute possibilité de géner les mesures avec des agrégats. Pour la construction ExIAFL, la
protéine a pu étre purifiée en tres petite quantité depuis le surnageant de P. aeruginosa. Le
protocole de SEC-SAXS a donc été impossible a suivre car la dilution durant la colonne SEC
risquait d’empécher la mesure en diluant la protéine sous le seuil de détection. Cependant les
expériences ont pu étre effectuées correctement pour ExIAACter, et les données traitées sont

présentées ci-dessous.
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FIGURE 50 : Résultats du SAXS et du SEC-SAXS pour ExIAACter et EXIAFL. ExIA FL est présentée en vert et EXIAACter
en orange. A droite, sur les courbes brutes, il est possible de voir qu’ExIAACter n’est pas assez concentré pour
donner un signal permettant d’interpréter les résultats. La courbe d’ExIA-FL en revanche donne un signal correct.
Cependant, comme il est possible de le voir avec le Guinier plot a droite, les points ne s’alignent pas avec la droite
linéaire ce quiindique une agrégation de I’échantillon. Les données sont donc inutilisables, ces deux échantillons
ne semblent pas compatibles avec le SAXS.

Les données de diffusion pour ExIAACter sont présentées en orange. |l est possible de
voir sur le graphe représentant les courbes de diffusion brute que le signal des données est
faible et bruité. Ceci est di a la dilution de I’échantillon durant I'expérience de SEC-SAXS qui
rend les données inutilisables. Une grande partie de la protéine était alors éluée dans le
volume mort de la colonne indiquant qu’elle s’est agrégée. Pour la protéine ExIAFL, la courbe
de diffusion brute est indiquée ici en vert. Cette courbe a été obtenue a partir de I'échantillon
le plus concentré d’une série de dilution successives. Les autres dilutions n’ont pas donné un
signal de diffusion suffisamment important contrairement a cette courbe qui semblait donner

un signal suffisant pour pouvoir traiter les données. Cependant, comme on peut le voir le
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Guinier plot, les données forment une légere parabole qui ne s’aligne pas avec la courbe de

tendance linéaire de ces données indiquant une agrégation de |"échantillon. [145]

V.3, Caractérisation de ExIA-FL et de ExIAACter avec un environnement
lipidique :

IV.3.1. Caractérisation de I'interaction avec les liposomes par gradient de sucrose :

Ces échantillons ne semblaient pas étre optimaux pour étre utilisés avec le SAXS.
Cependant, nous avons continué notre étude avec la protéine ExIAFL purifiée depuis les corps
d’inclusion car la purification depuis le sécrétome entrainait une agrégation de la protéine.
Pour comparer l'activité des constructions ExIAFL et ExIAACter a la construction ExIACter les
expériences de flottaison de liposomes sur gradient de sucrose ont été reproduites. Les

résultats sont présentés ci-dessous.
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FIGURE 51 : Flottaison de liposomes avec les différentes constructions d’ExIA. Méme expérience que
précédemment mais avec toutes les construction cette fois. Il est possible de voir que la migration de la protéine
avec les liposomes ne se fait que si le domaine C-terminal est présent, indiquant que c’est bien ce domaine qui
est responsable de I'interaction avec les lipides. La TEV (Tobacco Etch virus protease) sert de contréle car elle ne
lie pas les liposomes.



Comme attendu, ExIAACter ne semblait pas interagir avec les liposomes, puisque que
sa migration était similaire dans les conditions avec et sans liposomes. Par contre, ExIAFL a
bien interagi avec les liposomes puisque la protéine a migré vers le sommet du gradient
lorsque les liposomes ont été ajoutés au gradient. L'interaction avec les lipides ne se fait donc
gue si le domaine Cter est présent dans la construction, prouvant a nouveau que ce domaine
est bien responsable de I'interaction d’ExIA avec lipides. Nous avons donc continué a travailler

avec ExIA-FL pour déterminer son mécanisme d’action sur les bicouches lipidiques.

IV.3.2. Caractérisation de l'interaction d’ExIA-FL avec des bicouches lipidiques par
AFM :

De la méme maniere que pour ExIACter, I’AFM disponible en collaboration avec Jean-
Luc Pellequer et Jean-Marie Teulon a été utilisée pour visualiser I’effet d’ExIA entiére sur une
bicouche lipidique. La protéine utilisée a été produite de la méme maniere que celle utilisée
pour le test de flottaison des liposomes sur gradient de sucrose. Cette protéine étant purifiée
en 6 M Urée, il a fallu diluer I’échantillon pour pouvoir I'utiliser, d’une part pour induire son
repliement mais aussi pour ne pas détériorer les bicouches lipidiques avec l'urée. La
concentration en protéine était donc limitée pour cette expérience, car la protéine a subi le
méme facteur de dilution que celui de I'Urée. Aprés dilution de la protéine sur les bicouches
lipidiques, des images ont été enregistrées en permanence pour obtenir une cinétique

d’action d’ExIAFL. Les images ainsi enregistrées sont présentées ci-dessous.

Bicouche lipidique «H T1 ExIA; T2 ExIA; T3 ExlA;

FIGURE 52 : Interaction d’ExIA-FL avec les bicouches lipidiques en AFM au cours du temps. A gauche, image de la
membrane avant exposition avec ExIA-FL. Ensuite les images ont été prises a different temps pour vérifier
I'activité de la protéine sur la membrane. T1= 20 minutes, T2= 45 minutes et T3 = 90 minutes. Il est possible de
voir une augmentation de I'aspérité de la membrane au cours du temps.

Sur ces images, les objets qui dépassent de la membrane (apparaissant comme des
points blancs) devenir de plus en plus nombreux. Ces points blancs pouvaient étre dus a la

protéine qui s’insererait au cours du temps dans la membrane mais peuvent aussi dus a la
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membrane qui se désagregerait. L’ajout de la protéine a bien entrainé une modification de la
membrane mais I"échelle de temps était beaucoup plus lente que pour ExIACter (I'image T3
d’ExIAFI correspondant a 1h30 d’incubation avec la protéine). Cependant, malgré I'utilisation
de la protéine entiere, aucun trou ou pore dans la membrane n’était clairement observable
apres 1 heure 30 d’incubation. Néanmoins, ce résultat semblait indiquer que ExIAFL était
capable d’interagir avec les bicouches lipidiques.

I\V.4. Conclusion concernant les constructions ExIA-FL et ExIAACter :

Les protéines ExIA-Fl et EXIAACter sont des échantillons difficilement manipulables. Ces
deux protéines ont tendance a s’agréger ou a se dégrader. Pour éviter ce phénoméne
potentiellement d{ a la manipulation in vitro, nous avons voulu nous rapprocher un peu plus
du contexte biologique et nous servir du partenaire ExIB afin de voir si, comme pour ShiA, cela
permettrait d’améliorer le repliement de la protéine ExIA. De plus, aucune observation
structurelle préalable n’avait été faite sur un systeme SST5b complet comprenant TpsA et
TpsB ensemble.

V. Utilisation d"ExIB :

V.1. Expression des deux protéines ExIA et ExIB en Cell-Free :

Comme montré précédemment, I'agrégation et la dégradation de la protéine ExIA a
été un probleme récurrent pendant cette these. J'ai essayé de me rapprocher encore du
contexte biologique en exprimant cette fois la totalité de I'opéron, a savoir ExIA-ExIB. Cette
décision a été prise a cause de deux informations intéressantes. D’une part, il est possible que
le passage de ExIA a travers ExIB permettrait le repliement correct du partenaire TpsA. En se
basant sur ShlA, ou la présence du ShiB permet de rendre actif ShIA qui a été purifiée a partir
du périplasme de cellules n’exprimant pas ShIB [151]. La présence de ExIB permettrait donc
d’augmenter la stabilité d’ExIA. Le deuxiéme point a été prouvé par Alice Berry durant sa thése
au PBRC dans I'équipe d’Ina Atree. En digérant avec des protéases des culots de bactéries non
lysées, il a été possible de voir que ExIA était digérée a la surface des bactéries (non publié).
De plus, ExIA ne serait sécrétée qu’apres diminution du c-di-GMP bactérien [168]. Ceci suggere
qgue ExIB et ExIA pourraient interagir dans le périplasme bactérien et que ExIA pourrait étre

accessible a I'extérieur de la bactérie.
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FIGURE 53 : Avec la courtoisie d’Alice Berry. Western-blot sur culot bactérien de souche IHMAS87 traités a la
protéinase K. Opr86 est une protéine présente dans la membrane externe. DsbA est une protéine périplasmique
et CdrA est une protéine présente a la surface bactérienne. Il est possible de voir qu’apreés traitement des culots
a la protease, ExIA subit le méme sort que CdrA. La protéine est donc présente en surface des cellules.

L'idée a donc été d’exprimer les deux protéines en Cell-free avec ajout de liposomes,
pour purifier le potentiel complexe. L'intérét de I'expression des deux protéines aurait été de
pouvoir « pécher » la protéine ExIA compléte en purifiant ExIB depuis les liposomes. Il aurait
alors été possible de récupérer des informations structurales sur ce complexe en utilisant la

cryo-microscopie électronique ou la cristallographie rayons-X avec cristallisation en LCP.

La séquence de la protéine ExIB a été clonée depuis le plasmide contenant I'opéron
vers un plVEX24. Les deux protéines ont ensuite été coexprimées en Cell-free avec ou sans

liposomes et détergents.

ExIA + ExIB m
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FIGURE 54 : Western-BLot anti-histidine sur les tests d’expression en cell-free. Les réactions ont été réalisées en
batch et ensuite centrifugées. Le culot et le surnageant ont été déposés sur gel pour étre analysés en Western-
blot.
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D’apres les résultats, aprés séparation du culot d’expression Cell-free du surnageant
par centrifugation, il semblerait que les deux protéines étaient bien exprimées. La condition
d’expression avec 10 CMC de Brij 58 semblait prometteuse, car une partie d’ExIA semblait
soluble. Il est aussi a noter la présence d’ExIB dans le surnageant indiquant que la protéine est
bien exprimée et soluble. Evidemment ceci est préliminaire et demande a étre amélioré mais
les expériences ont été réalisées a la fin de ma thése ce qui ne m’a pas laissé le temps de les

finaliser. Cependant, ces données semblent prometteuses pour la suite du projet.

V.2. Expression de |la protéine ExIB en bactéries :

En paralléle a I'expression Cell-Free, nous avons essayé de purifier ExIB exprimée en
bactéries recombinantes. Comme indiqué dans [151] ShIB purifié permet d’activer ShlA in
vitro. Il aurait donc été intéressant de purifier ExIB a partir de la membrane externe
bactérienne d’une part pour caractériser la protéine et d’autre part pour vérifier s'il était

possible d’activer et améliorer le comportement d’ExIA in vitro.

L’expression a été faite a partir d’'un clone fournit par A. Maillard du groupe d’Ina
Attree. Il comporte un tag OMP qui permet d’envoyer ExIB a la membrane externe de la cellule
exprimant. Les premiers tests de solubilisation ont été produits a partir de 20 ml de cultures
E. coli de souche C43.
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FIGURE 55 : SDS-PAGE de solubilisation différentielle d’ExIB. T= protéines totales exprimées par les cellules. La
centrifugation 1 se fait apres la lyse pour culoter les cellules non lysées. On peut voir que le culot cellulaire (cell)
est chargé en protéines, indiquant que la lyse au sonicateur a été suboptimale. L'ultracentrifugation 2 a été
produite a partir du lysat soluble pour séparer les membranes cellulaires des protéines solubles. Il est possible
de voir que ExIB est avec les protéines membranaires culotées (P) et n’est plus dans la fraction des protéines
solubles (SN). L'ultracentrifugation 3 a permis de séparer les protéines de la membrane externe (P) avec les
protéines de la membrane interne bactérienne resolubilisée avec le sarkozyl (SN). ExIB est bien située avec les
protéines de la membrane externe. On peut voir que ce culot repris avec du détergent OG contient bien la
protéine.
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Pour purifier ExIB depuis la membrane externe de la bactérie nous avons essayé de
séparer les deux membranes bactériennes en les solubilisant différemment. Une premiere
ultracentrifugation sur le lysat a permis de récupérer les portions de membranes dans le culot.
Ce culot a été repris avec du Sarkozyl pour solubiliser uniquement les protéines de la
membrane interne. Apres une deuxieme ultracentrifugation, il a été possible de récupérer les
protéines de la membrane externe non solubilisées dans le culot. ExIB fait partie de ces
protéines-la comme il est possible de voir sur la Figure 55. Ce culot a été repris dans du tampon
contenant du détergent OG (Octyl Glucoside) (choisi pour purifier les tonneau-p, utilisé pour
les Omp [169] et FhaC [118] ) pour solubiliser ExIB et la purifier par affinité au Nickel. (Fig 55
et 56)
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FIGURE 56 : SDS-PAGE de la fraction solubilisée en OG purifiée avec des billes d’affinité au Nickel. T = fraction
totale. Le lavage contient les protéines non retenues par la colonne. L’élution contient bien ExIB, la protéine
semble donc pouvoir étre purifiée.

ExIB a donc été solubilisée par le détergent OG et est retenue sur billes de Nickel. Nous
avons donc voulu aller plus loin et purifier la protéine sur un colonne SEC pour vérifier
I’'homogénéité de I’échantillon. Malheureusement, la protéine s’est agrégée lors de I'étape de
concentration. Ce protocole peut étre amélioré mais de la méme maniére que précédemment,
ce sont des résultats obtenus a la fin de ma thése. Une structure du transporteur d’ExIA aurait
été un ajout intéressant pour aider a la compréhension du fonctionnement de ce type de
toxine du SST5b.
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VI.

Informations supplémentaires faisant parties de I'article (en cours
d’écriture) :

Les expériences qui seront présentées ci-dessous ont été réalisées par Viviana Job et
Philippe Huber dans I'équipe d’Ina Attree.

VI.1.Lors de l'infection, ExIA est localisée avec les lipids-rafts des cellules eucaryotes :

L’expérience de flottaison différentielle a été réalisée sur des membranes de cellules
préalablement infectées pour vérifier la position membranaire d’ExIA chez les cellules
eucaryotes. Pour ce faire, des cellules épithéliales eucaryotes ont été infectées avec une
souche de P. aeruginosa exprimant ExIA et ExIB. Les cellules ont alors été récupérées (et
séparées des bactéries) et leurs membranes seront traitées avec des détergents pour étre
solubilisées. Les lipid-rafts (radeaux lipidiques) ont été identifiés originellement car ce sont
des régions de la membrane plus résistantes a la solubilisation par détergent que la membrane
elle-méme [157][170]. On peut donc considérer qu’apres traitement aux détergents, la partie
membranaire majoritaire de la cellule ainsi que les protéines associées seront solubilisées par
les détergents alors que 'autre partie composée par les lipid-rafts sera toujours sous forme
de patch lipidiques. Ces membranes traitées sont déposées au fond d'un tube a
ultracentrifugation et un gradient de sucrose est pipeté par-dessus. L'ultracentrifugation de
I’échantillon sur ce gradient va entrainer la séparation entre les fractions lipid-rafts et les
fractions solubilisées de la méme maniére que précédemment montré avec les liposomes. La
présence de protéines d’intérét est alors déterminée par Western-blot a partir des fractions
du gradient. Les résultats de I'infection avec des bactéries exprimant ExIA-FL sont présentés

ci-dessous.
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FIGURE 57 : Western-blot des fractions issues de I'expérience de flottaison différentielle. Sur le Western-blot, la
présence des protéines est révélée par les anticorps spécifiques pour chaque protéine. La flotilin2 indique la
localisation des lipid-rafts, la protéine Rho indique la localisation des protéines membranaires solubilisées par
les détergents et FliC indique la position des protéines solubles. ExIA migre avec les fractions contenant les lipid-
rafts indiquant qu’elle interagit préférentiellement dans ces régions-la.

Sur le Western-blot, il est possible de voir la localisation de quatre protéines. Trois de
ces protéines sont des controles ; il y a d’abord la Flotillin2 qui est une protéine associée au
lipid-rafts, ensuite, la protéine Rho, qui est une protéine associée aux membranes mais n’est

pas dans les lipid-rafts, et enfin la protéine FliC qui est sécrétée par la bactérie mais soluble.

On voit donc que d’une part, la protéine Rho associée aux membranes migre avec FliC
et les protéines solubles indiquant qu’elle a été solubilisée par les détergents. En revanche, la
Flotillin2 associée aux lipid-rafts migre différemment que la protéine Rho solubilisée par les
détergents. Ceci nous permet de définir ou sont situées les fractions contenant les lipid-rafts

et les fractions contenant les membranes solubilisées.

Or, sur la Figure 57 ExIA migre sur le gradient aux mémes fractions que la flotiline2,
avec les lipid-rafts. ExIA serait donc associée aux lipid-rafts durant le processus d’infection des
cellules de I’hote.

Pour mieux caractériser I'interaction d’ExIA avec les lipid-rafts les cellules ont été
traitées a la méthyl-B-cyclodextrine avant d’étre infectées par les bactéries exprimant ExIBA.
La méthyl-B-cyclodextrine est une molécule qui déstabilise les lipid-rafts en diminuant la
guantité de cholestérol dans la membrane [171]. Des contrbles ont été faits et ont indiqué
gue l'addition de cette molécule n’a pas induit la mort cellulaire dans les conditions des
expériences présentées ici. De la méme maniére, dans la Figure 58, I'ajout de méthyl-beta-
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cyclodextrine (MbCD) ne diminue la pas toxicité induite par ExIA. Ceci indique que le

mécanisme d’action toxique d’ExIA ne nécessite pas de cholestérol pour fonctionner.
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FIGURE 58 : A gauche, graphique indiquant I'incorporation de d’iodure de propidium dans les cellules eucaryotes
infectées par des bactéries exprimant ExIBA au cours du temps. L’augmentation de fluorescence de I'iodure de
propidium est un marqueur de la mort cellulaire. Il est possible de voir que le traitement des cellules avec la
MbCD n’entraine pas de changement de I'activité d’ExIA. A droite, Western-blot a partir des fractions du gradient
réalisé sur les membranes de cellules infectées et traitées a la MbCD. Il est possible de voir qu’ExIA est relocalisée
dans les fractions solubles apres traitement a la MbCD des cellules.

Pour vérifier I'impact de la déplétion de cholestérol sur la localisation d’ExIA,
I'expérience de flottaison différentielle sur les membranes des cellules eucaryotes a été
reproduite sur les cellules traitées a la MbCD et infectées. La Figure 58 indique qu’apres
incubation des cellules a la MbCD, ExIA n’est plus localisée avec les lipid-rafts lors de
I'infection. La flotillin2 était toujours présente au sommet du gradient ce qui indique que les
lipid-rafts étaient toujours présents, mais la diminution de la quantité de cholestérol aurait pu
les déstabiliser. Ceci a eu pour effet de délocaliser ExIA dans les régions membranaires

solubilisées par les détergents.

Pour mieux comprendre I'implication du domaine N-terminal d’ExIA, cette expérience

a été reproduite avec des bactéries n’exprimant que le domaine N-terminal de la protéine.
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VI.2. Lors de I'infection, ExIAACter est aussi localisée avec les lipid-rafts :

De la méme maniére que précédemment, des cellules eucaryotes ont été infectées par
des bactéries exprimant ExIB et ExIA-ACter. Les membranes de ces cellules ont ensuite été
solubilisées avec du détergent et séparées par centrifugation sur gradient de sucrose. Les

résultats sont présentés ci-dessous.
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FIGURE 59 : Western-blot des fractions issus de I'expérience de flottaison différentielle. Il est possible de voir
que ExIA-ACter est localisée avec les lipid-rafts.

Il est possible de voir que lors de l'infection des cellules eucaryotes ExIA-ACter est
localisée avec les lipid-rafts. Ce résultat semble indiquer que le domaine N-terminal de la
protéine est capable de se lier sur les membranes eucaryotes. Ce résultat est intéressant car
nous avions montré au préalable que ce domaine-la de la protéine ne se liait pas aux
liposomes. Il y a donc un phénomeéne supplémentaire qui se produit lors de I'infection in vivo

et qui permet l'interaction du domaine N-terminal avec les membranes.

Ensuite, pour vérifier I'effet biologique de cette fixation sur la cellule du domaine N-
terminal des courbes de mortalité sur des cellules infectées avec des bactéries exprimant

ExIBA ou ExIBA-ACter ont été mesurées. Les résultats sont présentés ci-dessous.
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FIGURE 60 : A. Courbes de survies des cellules infectées par des bactéries exprimant ExIA ou ExIA-ACter avec ou
sans arabinose. L'incorporation d’lodure de propidium (PI) est un témoin de la mort cellulaire. wt=bactéries
exprimant ExIA. DCter=bactéries exprimant ExIA-ACter. B. Western-Blot comparant les quantités d’ExIA sécrétées
en fonction des conditions d’infection. AA::A= bactéries exprimant ExIA. AA::AACter bactéries exprimant ExIA-
ACter. On peut voir que les quantités produites entre les différentes bactéries sont similaires. Le domaine C-
Terminal d’ExIA n’est pas requis pour la sécrétion. C. Vérification du clivage de E-Cadhérines chez les cellules
infectées par les différentes bactéries.

Il est d’abord possible de voir sur la figure 60A que le domaine N-terminal est capable
d’induire la mort des cellules eucaryotes comme en atteste 'augmentation de I'incorporation
d’lodure de propidium chez les cellules eucaryotes infectées par des bactéries exprimant ExIA-
ACter. L'échelle de temps a partir de laquelle la mort cellulaire est induite est néanmoins
différente entre ExIA-FL et ExIA-ACter suggérant un mécanisme d’action différent ou une

activité ralentie.

De plus, les génes codant pour les toxines ont été clonées dans un plasmide permettant
la surexpression grace a un promoteur arabinose. L’ajout d’arabinose au milieu durant
I'infection est capable d’induire la surexpression des toxines ExIA et ExIA-ACter (Figure 60.B)
Or, la surexpression d’ExIA-ACter chez la bactérie infectieuse est capable d’accélérer le
phénoméne de toxicité cellulaire. Ceci suggere que ExIA-ACter aurait une activité dépendante

de la concentration.

La figure 60C indique que le ExIA-FL et ExIA-ACter sont toutes les deux capables
d’induire le clivage des E-Cadhérines chez les cellules eucaryotes infectées. Pour ExIA le clivage
des cadhérines est induit par I'influx de calcium dans la cellule eucaryote lui-méme induit par
la formation d’un pore a la membrane cellulaire. Chez ExIA-ACter les E-Cadhérines sont aussi

clivées mais ceci n’est pas di a la formation de pore dans la membrane cytoplasmique. Il y
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VII.

aurait donc une activité spécifique d’ExIA-ACter différente de la formation de pore qui

induirait le clivage des E-Cadhérines.

Discussion sur un possible modele d’action d’ExIA :

Le but de cette these était de mieux comprendre le mode d’action toxique d’ExIA de P.
aeruginosa. De nombreuses informations ont été obtenues sur le mécanisme d’action de cette
protéine au cours de cette étude. Pour établir un possible modeéle d’interaction, il nous faut

rassembler les informations obtenues tout au long de cet effort.

VII.1.1. Récapitulatif des informations sur le domaine C-terminal :

Commencons en premier avec les informations concernant le domaine C-terminal d’ExIA.

Nous avons pu définir avec les techniques de RMN et de SAXS que c’est un « molten-

globule » en solution.

Grace au lipid-strip, il a été déterminé qu’ExIACter est capable de se fixer aux lipides a
charge globale négative dont certains semblent étre du c6té intracellulaire de la cellule

eucaryote. Cette action semble étre similaire a ce qui est visible chez ShIA [128].

Comme il est possible de voir avec les expériences de flottaison sur gradient de
liposomes, le domaine C-terminal d’ExIA semble étre le médiateur de linteraction de la
protéine ExIA-FL avec des liposomes. Son action sur les liposomes entraine la formation d’un

précipité caractéristique.

Le test de protéolyse ménagée semblait indiquer que la protéine est en partie

accessible aux protéases dans les liposomes.

Mais surtout, grace a I’AFM, il a été possible de voir que cette protéine est capable de
former des trous dans les membranes reconstituées. En AFM ces trous sont plus gros que ceux
observés dans les liposomes mais cela peut étre d( a la construction a laquelle il manque des
domaines ou a I'expérience elle-méme ou les bicouches lipidiques supportées ne subissent
pas de pression latérale pour comprimer ces trous. Le deuxieme cas impliquerait que le
mécanisme de formation de pore d’ExIA ne soit pas dii a une structure rigide mais a une

structure capable de varier en surface en fonction des pressions qu’elle supporte.

Comme il vient d’étre expliqué, il est possible que des mécanismes d’actions aient été
masqués par 'utilisation d’'une seule partie de la protéine. Pour pallier a ce probléeme, nous

avons décidé de caractériser I'effet de la protéine entiere.
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VII.1.2. Récapitulatif des informations sur ExIA entiere :

L’expérience de flottaison des différents compartiments membranaires des cellules
eucaryotes infectées a permis de déterminer qu’ExIA était localisée avec les lipids-raft durant

I'infection.

Ensuite, avant I'infection par une souche exprimant ExIAB les cellules eucaryotes ont
été traitées a la methyl-B-cyclodextrine. Cette molécule interfére avec la production de
cholestérol diminuant ainsi la quantité présente dans les membranes. Les lipids-raft étant
constitués en partie avec du cholestérol, ce traitement interfére avec leur formation en
réduisant la quantité de cholestérol disponible. Or, il est possible de voir que lorsque les lipids-
rafts sont moins présents, ExIA-FL est délocalisée dans la partie membranaire solubilisée en
détergents. Il est a noter que des lipids-rafts sont toujours présents puisque la flotiline est
toujours présente au sommet du gradient. Seulement il est possible que la diminution de
guantité de lipids-rafts suffisent a décrocher ExIA ou alors délocaliser le récepteur d’ExIA et la

protéine par la méme occasion.

Enfin pour comprendre I'impact des différents domaines sur le fonctionnement de la
protéine nous avons caractérisé la localisation et les effets durant 'infection de la protéine

ExIA délété de son C-terminal.

VII.1.3. Récapitulatif des informations sur le domaine N-terminal :

Il a été trés surprenant pour nous d’observer que le domaine N-terminal d’ExIA
semblait étre capable de se lier aux lipids-rafts des cellules. Ceci semblait aller a I'encontre de
I’expérience de flottaison de liposomes avec les différentes constructions, ou ExIAACter ne

s’est pas lié aux liposomes.

L'une des explications a ce phénomene pourrait venir du fait que les lipid-rafts sont
des zones tres riches en protéines eucaryotes, il se pourrait donc que la partie N-terminale
d’ExIA soit la partie responsable de I'interaction avec un récepteur cellulaire. Ceci induirait la
localisation d’ExIA sur la membrane cellulaire et plus précisément sur ce récepteur associé aux

lipid-rafts, la localisant par la méme occasion avec ces rafts.

En comparant ExIA a ShlA, pour qui le domaine N-terminal est défini comme

interagissant avec la membrane nous pouvons conclure que ceci peut étre le cas ici aussi. Le

89



fait que ce domaine n’interagissent pas avec les liposomes pourrait venir de la constitution de

ces liposomes.

Une autre donnée surprenante a été obtenue lorsque nos collaborateurs ont vérifié
I'activité des deux constructions sur une durée plus longue que celle de la premiére expérience
(voir introduction). Ils ont été capables de voir que I'infection avec des bactéries exprimant
uniquement le domaine N-terminal d’ExIA induisait aussi la mort cellulaire, mais sur une
échelle de temps différente par rapport a la protéine entiére. ExIA-FL induit la mort cellulaire
en 2 h apres infection alors que le domaine N-terminal d’ExIA induit la mort cellulaire plus
lentement en 3 h 30. Il est intéressant de noter que cet effet peut étre accéléré lors de la
surexpression du domaine N-terminal d’ExIA. La diminution de I'effet d’ExIAACter peut donc

étre compensée par une augmentation de I'expression de la toxine.

ExIA-FL est responsable durant I'infection de I'induction du clivage des cadhérines
cellulaire par ADAM10 [115]. Cet effet est aussi détecté avec le domaine N-terminal d’ExIA

mais a un taux plus faible.
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FIGURE 61 : Schéma récapitulatif des données obtenues sur ExIA en fonction des différentes constructions.
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VII.1.4. Etablissement d’un possible mécanisme d’action :

Il semblerait donc que I'on observe deux cinétiques de toxicité ; ExIA agirait donc en

deux temps a travers deux modes d’actions différents.

Or, pour CdiA, une protéine similaire a FhaB, un modéle d’action de domaine FHA-2 a
été proposé [140]. CdiA est une protéine du SST5b, cependant elle est plus similaire a FhaB
gu’a ExIA ou ShiA, ce qui fait que son mécanisme général d’action est différent. C'est une
protéine de la famille des CDI (pour Contact-Dependent growth Inhibition). Ce sont des
molécules qui sont présentes a la surface des bactéries les exprimant et qui sont capables

d’inhiber la croissance de bactéries adverses par contact [140].
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periplasm  ( .,sport to # ;\ cleavage
cytoplasm 33#955 N
D %

receptor @

recognition ‘membrane
insertion (?)

D

~38mm —>
_.. 4 “ tliine

@

i export
, resumes
A

inhibitor-cell

CdiA-CT periplasm

FIGURE 62 : Tiré de [140]. Modele de fonctionnement de CdiA. CdiA est exporté a la surface de la cellule par son
partenaire CdiB. CdiA contient des domaines spécifiques ; le domaine TPS, caractéristique des protéines du SST5b
est présenté en vert, les régions FHA-1 sont présentées en bleu. Le RBD est le récepteur binding domain. La
région YP est une région de la séquence riche en tyrosine et proline qui sert a garder le domaine FHA-2 et la
toxine protégée dans le périplasme. (1). Lorsque le RBD reconnait son récepteur cellulaire, il se replie, entrainant
le passage de la région YT et (2) la reprise du transport de CdiA a travers son partenaire. (3). La région YT et la
région FHA-2 s’insereront dans la membrane et le domaine FHA-2 transloquera la toxine dans le cytoplasme de
la cellule cible. (4). La liaison entre CdiA et sa toxine est clivée ce qui (5) relache la toxine dans la cellule cible.
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Comme pour FhaB, CdiA est une molécule allongée filamentaire, composée de divers
domaines dont un domaine FHA-2. D’apreés les découvertes de cet article, il semblerait que les
domaines FHA-2 soient capables d’adopter un repliement en feuillets-g dans la membrane
cellulaire apres liaison a un récepteur présent a la surface de la cellule [139]. Chez CdiA, ces
domaines FHA-2 seraient capables de transloquer une toxine (située en C-terminal de la
séquence des domaines FHA-2) directement dans la cellule cible [139].

En ayant connaissance de ce fonctionnement, il est possible d’extrapoler un
mécanisme d’action pour ExIA. Il serait possible qu’aprés avoir interagi avec son récepteur,
ExIA soit capable de se replier dans les membranes avec les domaines FHA-2 N-terminaux. Ces
domaines FHA-2 permettraient le passage du domaine C-terminal du c6té de la membranaire
interne (comme pour CdiA) ou il écarterait les membranes pour former un pore. La formation
du pore induirait I'influx d’ions calcium qui entraineraient la mort cellulaire par voie
apoptotique (clivage des cadhérines). D’un autre c6té, considérant que le domaine N-terminal
est aussi capable d’induire le clivage des cadhérines, il est possible que son action sur le

possible récepteur entraine une activation de cette voie de signalisation intracellulaire.
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Figure 63 : Modeéles des deux mécanismes d’actions envisagés pour ExIA-FL et ExIAACter. Le potentiel récepteur
d’EXIA est représenté en bleu avec la mention R (Il serait présent dans les lipids-raft cellulaire). La membrane
cytoplasmique est représentée par la bicouche lipidique violette. ME signifie milieu Extérieur et Cyt, cytoplasme.
En haut est présenté le modele d’action d’ExIA-FI. Le domaine N-terminal serait capable de reconnaitre le
récepteur d’ExIA. Ceci enduirait la fixation de ce domaine N-terminal dans la membrane cytoplasmique et
I’activation d’une voie de signalisation intracellulaire. Le repliement du domaine FHA-2 en feuillets-p permettrait
la translocation du domaine C-terminal vers l'intérieur de la membrane cellulaire formant alors un pore qui
laisserait entrer le calcium dans la cellule. L’action conjuguée du domaine C-terminal et N-terminal entrainerait
une mort cellulaire rapide. En bas, pour ExIA-ACter, la reconnaissance du récepteur entrainerait I'activation de
la voie de signalisation intracellulaire. Cependant, le repliement de ce domaine en feuillets-f n’entrainerait pas
la formation de pore par le domaine C-terminal. La seule action serait donc celle induite par le repliement dans
les membranes et 'activation de voie de signalisation intracellulaire conduisant a une mort cellulaire plus lente
que pour ExIA-FL.
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VIIl.  Annexes:

Nom Nombre d’acides Epsilon
M D Cystéi Tryptoph
de la construction aminés asse (Da) “ (M*/em™?) Lt A
6

_ 1651 (1617) 171 651 (167 878) 6,6 (6,35) 68 760 1(0)

_ 1645 170 959 6,45 70 250 0 6
_ 1343 138 682 6,13 59 820 0 6
- 1358 140 276 6,14 59 820 0 6
_ 1349 139 341 6,07 59 820 0 6
_ 1423 147 354 6,42 59 820 0 6
_ 317 33874 9,38 8940 0 0
_ 270 28701 9,65 8 940 0 0
_ 305 32694 9,28 8940 0 0
_ 570 (540) 62893 (59 618) 9,44 (9,24) 10 130 (99810) 3(2) 13
- 566 62 555 9,22 10 1300 2 13
- 579 63915 9,29 10 1300 2 13

FIGURE 64 : Tableau récapitulatif des différentes protéines étudiées ainsi que de leurs caractéristiques
biochimiques. L'indication (-PS) indique que les valeurs entre parenthéses sont pour les protéines tronquées de
leur peptide signal.
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Partie Il :

TagR et TagQ
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[. Introduction

I.1. Le systeme de sécrétion de type VI :

P. aeruginosa est un pathogéne majoritairement responsable de maladies
nosocomiales chez les eucaryotes mais qui a aussi une capacité a cibler les bactéries
concurrentes [172]. Un des outils utilisés par P. aeruginosa pour survivre dans un milieu
polymicrobien est le Systeme de sécrétion de type VI, qui a été présenté en détails dans

I'introduction.

|.2. But du projet :

TagQ et TagR sont des protéines clés du SST6-HSI-I, lui-méme extrémement important
dans la survie de P. aeruginosa et la compétition bactérienne [82]. Or, il est intéressant de
noter que le systéeme HSI-I est la copie du SST6 majoritairement présente chez les patients

atteint de mucoviscidose [78].

Comprendre le fonctionnement de ces protéines permettrait de mieux comprendre
ces phénomeénes de compétition. Or la diminution du potentiel de compétition bactérienne
de P. aeruginosa serait une voie intéressante pour diminuer sa capacité a coloniser un milieu.
Des molécules affaiblissant ces mécanismes seraient donc d’un intérét particulier pour contrer
les infections chroniques a P. aeruginosa et pourraient augmenter le taux de survie des

patients atteint de mucoviscidose.

De la méme fagon, le signal recu par la bactérie agressée est inconnu et obtenir la
structure du complexe TagQ et TagR pourrait éclaircir cette question. Pour comprendre le role
de ces deux protéines dans la détection d’un signal d’agression et dans I'activation du SST6,
nous avons exprimé et purifié les deux protéines et ensuite utilisé la cristallographie aux
rayon-X pour essayer de comprendre le repliement tridimensionnel du complexe. Cette
technique permet de comprendre le fonctionnement a échelle moléculaire d’un phénomeéne

grace a I'obtention d’une structure a haute résolution des molécules impliquées.

|.3. Recherche de protéines homologues :

Concernant les deux protéines TagQ et TagR, les alignements de leurs séquences avec
des protéines homologues n’ont pas permis de trouver une similarité claire indiquant un
possible mécanisme d’action précis. En utilisant les serveurs HHpred et FFASoz il a été possible
de trouver que TagR est composée de deux domaines différents. La parte N-terminale de la

97



protéine appartiendrait a la famille des Formylglycine-Generating Enzymes (ou FGE). Ce sont
des protéines globulaires composées d’un feuillet B antiparalléle entouré par deux groupes
d’hélices a (topologie a/B). Ces enzymes sont impliquées dans la transformation des cystéines
catalytiques des sulfatases en formylglycines [173][174] régulant ainsi leur activité
enzymatique [175]. Un deuxieme domaine semble étre présent du coté C-terminal, celui-ci
serait composé d’hélices-a et formerait des structures coiled-coil.

23 C,, 87 Cisg 365 410 570
| | | |

Domaine coiled-coil

416 440452 479

Coiled coil

FIGURE 65 : Schéma recapitulant les informations structurales obtenues a partir de la séquence de TagR. Cette
protéine est exprimée avec un peptide signal permettant son export vers le périplasme. On distingue ensuite du
coté N-terminal de la séquence un domaine détecté comme étant homologue aux protéines FGE (en orange). Ce
domaine semble étre suivi par un domaine C-terminal composé de coiled-coil (en bleu clair). Les C en orange

représentent les deux cystéines présentes dans la séquence de TagR, leur position exacte est numérotée en
indice.

Il est possible de voir sur la figure suivante les homologues trouvés par le serveur
HHPred pour le domaine N-terminal ainsi que les régions de la séquences similaires entre ces
homologues et TagR.
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Code PDB Fonction biologique Identité de séquence lons présent dans la
homologue (organisme) (résidus concernés) structure
FGE
2Q17 26 % (87-365 2+
= (Streptomyces coelicolor) 6 ) e
FGE Ca?, Cut, CI
6507 (Thermomonospora curvata) g A
Sulfoxide synthase
AX8E 21 % (87-366 2 2 Cl, Fe3+
(Mycobacterium thermoresistibile) o ) ca®r, Mg#, €I, Fe
2Y3C Fonctlon|nconnue/C-'Iect|n fold 26 % (84-362) Caz+
(Treponema denticola)
1270 FGE . 24 % (87-364) Ca%, Cl
(Homo sapiens)
SHHA Maturation de Chrom?phore 21 % (75-362) Caz+
(Pseudomonas aeruginosa)
5AOH Fonctlon|nc0nnu-e/C-Iect|n fold 26 % (84-366) .
(Serratia sp.)
1va) Sulfatase modlfy'lng factor 23 % (87-365) Caz+
(Homo sapiens)
Sulfoxide synthase 2
6aK (Chloracidobacterium thermophilum) B Fe
2AFY FGE . 34 % (215-325) Ca®*
(Homo sapiens)
FGE
SNYY 31%(215-363) Ca?+, Cd**
(Thermomonospora curvata)

FIGURE 66 : Tableau récapitulant les informations des homologues au domaine N-terminal de TagR.

La majorité de ces homologues sont des FGE, mais certains ont des activités inconnues
ou des activités non reliés aux sulfatases ; ceci laisse une ambiguité concernant 'activité de
TagR.

Concernant la protéine TagQ, j'ai pu commencer a travailler avec pendant mon stage
de master 2. Cependant, nous n’avons pas pu obtenir de cristaux de cette protéine a I’époque.
A la fin du stage nous avons donc décidé de travailler sur TagR, protéine associée a TagQ dans
le périplasme. J’ai réalisé le clonage du géne correspondant a partir du génome de la souche
PAO1 dans le plasmide d’expression. Ainsi, au démarrage de ma thése, j'ai pu commencer a

purifier la protéine TagR.

[I. Résultats:

[I.1.Purification de I’échantillon TagR :

Le géne de TagR a été inséré dans un plasmide pMAL-p2x modifié induisant
I’expression d’'une Maltose binding protein (MBP) tagué histidine. En C-terminal de cette MBP
on retrouve un site de clivage a la TEV et ensuite la séquence de TagR (sans son peptide signal).
Le tout est envoyé dans le périplasme de la bactérie d’expression grace a un peptide signal

pour E. coli placé en amont de la séquence de la MBP.
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FIGURE 67 : Schéma de la protéine exprimée par notre construction. Le peptide signal permet le passage du
polypeptide dans le périplasme ou les ponts disulfures seront plus facilement formés. La protéine 6hMBP-TagR
sera digéré a la TEV durant la purification. Ceci permettra la séparation de la 6hMBP de TagR.
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Ce plasmide a été utilisé pour transformer des cellules E. coli BL21(DE3). Le protocole
d’expression était ensuite assez flexible. TagR pouvait étre exprimée sur la nuit a 25 °C ou 5
heures a 37 °C. La protéine était stable et disponible en grande quantité apres lyse (50 mg/L
pour 4 heures d’expression a 37 °C). La lyse se faisait au Cell-disrupter. La partie soluble du
lysat est passée sur colonne d’affinité au Nickel. Le profil d’élution de la colonne est visible sur
la Figure 68.

Chromatographie d'affinité au Nickel pour TagR

3000 100

Volume d’élution (ml)

47 132 135 138 141

- eey e — EER
—
= - -

FIGURE 68 : Chromatogramme d’élution de colonne d’affinité au Nickel pour TagR et SDS-PAGE associé. Il est
possible de voir sur la culture I'expression de MBP-TagR en faisant la différence entre non-induit (TO) et apres
induction (Ti). Ensuite, la protéine est soluble (Fractions T : lysat soluble) et bien retenue sur la colonne car
absente de la fraction NR (fractions des protéines non-retenues par la colonne). Le gel indique qu’une partie de
MBP-TagR est éluée dans le lavage de la colonne (Volume d’élution : 47 ml) mais ceci induit le décrochage de
contaminants. La protéine est ensuite la bande majoritaire éluée par la colonne.
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La protéine a été éluée de maniere homogéne, une seule bande était visible sur gel et
un seul pic a été observé lors de I'élution. Peu de contaminants étaient présents. TagR est une
protéine de 60 kDa, ici elle apparait a 100 kDa car elle est liée a la MBP qui fait environ 40 kDa.
L’étape suivante de la purification était de dissocier TagR de la MBP pour ne récupérer que la
protéine d’intérét. Apres différents tests de clivage avec la TEV, les conditions optimales de

ratio entre protéine et protease ainsi que temps d’incubation ont été définies (1/30 TEV : MBP-
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TagR a température ambiante durant 4 h). Une fois le lien entre la MBP et TagR coupé,
I’échantillon a été passé sur colonne d’affinité au Nickel a nouveau. Ceci a permis de retenir
la MBP ainsi que la TEV (toutes deux ayant conservées leurs Tag-histidine) sur la colonne alors
qgue TagR a été élué dans le volume mort. Il a été possible de voir sur le chromatogramme et

le SDS-PAGE suivant la protéine TagR éluée sans MBP.

Affinité inverse pour TagR
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FIGURE 69 : Chromatogramme d’élution de colonne d’affinité au Nickel pour TagR et SDS-PAGE associé. Dialyse :
les fractions récupérées de |'élution précédentes sont enrichies en MBP-TagR et la protéine reste soluble apres
étre dialysé contre I'imidazole. Lors de la digestion il est possible de voir la disparition de MBP-TagR au profit de
la MBP et de TagR séparés (Digéré). La TEV peut précipiter, ce précipité est chargé dans la fraction Culot, et est
majoritairement constitué par la MBP et la TEV. L’échantillon soluble injecté contient toujours en majorité TagR
et la MBP. Les deux espéces sont séparées, TagR est éluée directement sans étre retenue sur la colonne alors
que la MBP et la TEV sont éluées avec le tampon d’élution.

A la suite de cette étape de purification, nous avons effectué une chromatographie sur
colonne d’exclusion stérique afin de finir la purification avec un échantillon pur et homogéne,
compatible avec la cristallogenése.

Chromatogramme d'élution de TagR sur S200
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FIGURE 70 : Chromatogramme de I"élution de TagR sur colonne d’exclusion stérique S200 10/300 et SDS-PAGE
associé ; TagR est majoritairement dans un pic unique sans contaminant. La protéine semble donc pure et
homogeéne. Il est a noter la présence d’un pic en amont du pic principal pouvant contenir un multimére de TagR.
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L’état de notre échantillon était donc compatible avec des techniques de biophysique.

Nous avons donc poursuivi notre étude en cherchant a caractériser la protéine TagR in vitro.

[I.2.Caractérisation in vitro de TagR :

Premiérement, il est a noter que la séquence de TagR contient 2 cystéines. Pour vérifier
si ces cystéines étaient impliquées dans I'établissement d’un pont disulfures, la masse de deux
échantillons de protéine a été mesuré par spectrométrie de masse (avec la plateforme
disponible au PSB). Le premier échantillon était natif et le deuxieme contenait du B-
mercaptoéthanol a 20 mM, un agent réducteur utilisé pour réduire les ponts disulfures des
protéines. Entre les deux échantillons, les masses observées avaient une différence de 2 Da
correspondant a la perte ou au gain de 2 atomes d’hydrogéne. Cette différence était induite
par la formation ou destruction d’un pont disulfure (délocalisant deux hydrogénes des
cystéines). Ces deux cystéines sont donc impliquées dans la formation d’un pont disulfure chez
TagR.

[1.2.1. Ultracentrifugation analytique :

Cette expérience a été réalisée par Daniel Maragno Trindade dans I'équipe PATBAC au
Brésil (LNBio). L'ultracentrifugation analytique ou AUC, permet de déterminer le coefficient
de sédimentation d’une protéine. En fonction de ce coefficient déterminé expérimentalement
et de la masse moléculaire théorique, il est possible de savoir si la molécule étudiée est
multimérique ou si d’une maniére plus générale, des complexes se forment en solution. Pour

TagR il a été possible de voir que la protéine migrait comme un dimeére.

Pour confirmer cette expérience, nous I'avons reproduite en utilisant le SEC-MALLS.

[1.2.2. SEC-MALLS :

Des expériences de SEC-MALLS ont été réalisées avec la protéine TagR sur la
plateforme de biophysique du PSB avec I'aide de Caroline Mas. Les résultats obtenus sont

présentés ci-dessous.
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Résultats du SEC-MALLS pour TagR
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Dimere TagR
123000 (+/- 0,8 %) 13,25 ml 1(+/-1.15%) (59712 Dax 2 - 119424 Da) 99,1%
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FIGURE 71 : Résultats obtenu avec le SEC-MALLS sur I’échantillon TagR (S200 10/300). Le profil d’élution est
détecté avec les UV (en bleu). La masse moléculaire des especes déterminée par le MALLS est présenté en rouge.
Les résultats du MALLS sont indiqué dans le tableau. Il est possible de voir que TagR se retrouve tres
majoritairement a I'état de dimere en solution.

Il est possible de voir que le MALLS a été capable de définir trois especes différentes
de TagR. L'espece majoritaire est composée a 99 % par un dimere, I’erreur sur la masse et la
polydispersité de I'échantillon est petite (de I'ordre de 1 %) ce qui indique que les données
sont consistantes. TagR est donc majoritairement a I'état dimérique en solution. Ensuite, on
observe des espéces peu présentes qui peuvent étres des monomeres et des tétrameéres.
Cependant, les erreurs associées a la détermination de la masse et a la polydispersité sont
élevés (de I'ordre de 10 %) indiquant des données imprécises. Ces espéces sont probablement
présentes mais en quantité infimes. Nous avons donc pu confirmer que TagR était bien un

homodimeére en solution.
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II.3.Cristallogenése et diffraction rayons-X :

[1.3.1. Criblage et amélioration des conditions de cristallisation :

L’échantillon purifié de TagR étant compatible avec la cristallogenése, nous I'avons
utilisé a 10 mg/ml et 22 mg/ml pour cribler des conditions de cristallisation. 6 plaques de
criblage ont été réalisées avec la plateforme HTX du PSB. Sur ces 6 plaques, seule une
condition a donné des cristaux. Cette condition était composée de 0,5 M de Sulfate
d’ammonium, de 0,1 M de Tri-sodium citrate a pH 5,6 et de 1 M de sulfate de lithium et a

d’abord été reproduite manuellement pour vérifier sa reproductibilité. Les cristaux obtenus

aprés reproductions manuelles sont illustrés ci-dessous dans la Figure 72.

0,1 M de Tri-sodium citratea pH 5,6 0,1 M de Tri-sodium citrate a pH 5,6 0,1 M de Tri-sodium citrate a pH 5,6
0,15 M Sulfate d’ammonium 0,25 M Sulfate d’ammonium 0,25 M Sulfate d’ammonium

1,5 M Sulfate de lithium ( 1,1 M Sulfate de lithium ’ 1,11 M Sulfate de lithium
TagR a5 mg/mlaa°C TagR a5 mg/mla4°C TagR a3 mg/mla4°C

FIGURE 72 : Cristaux de TagR obtenus manuellement avant et aprés optimisations des conditions de
cristallisation. La diminution de la concentration en protéines dans les gouttes ainsi que de la concentration en
agent précipitant a permis de diminuer la quantité de cristaux au profit de leurs tailles.

La croissance de ces cristaux était donc reproductible, cependant c’étaient des
baguettes fines. Il a donc fallu améliorer les conditions de cristallisation pour augmenter la
taille des cristaux obtenus dans cette condition. Il est possible de voir que la diminution de la
concentration en protéines dans les gouttes ainsi que la diminution de la quantité d’agent
précipitant ont réduit la quantité de nucléation de cristaux. Ceci a entrainé une augmentation
de la croissance des cristaux dans la goutte, qui poussaient plus lentement et toujours a 4 °C.
Il est possible de voir sur la Figure 72 la différence entre les cristaux obtenus avant et apres

amélioration des conditions.

104



[1.3.2. Diffraction des cristaux au synchrotron ESRF et analyse des données :

Pour les premiers cristaux amenés au synchrotron, il était possible d’observer de la
diffraction jusqu’a une résolution comprise entre 7 A et 4 A. Cependant, certains cristaux plus
gros ont pu nous permettre d’enregistrer des données de diffraction allant jusqu’a une
résolution de 3 A. Jai effectué des expériences de collecte et I'analyse des données de
diffraction en partenariat avec Carlos Contreras-Martel, membre senior de notre groupe a
I"IBS.

Ces jeux de données a 3 A contiennent des données de diffractions trés anisotropique.
Le long de I'axe b, il est possible d’observer des réflexions jusqu’a 3 A qui ne seront
observables que jusqu’a 5 A le long des axes a et c. Le groupe d’espace est un P41212, la maille
est de a=192,73 b=192,73 et c=189,3 angstroms. Le calcul du coefficient de Mathews nous a
permis de déterminer qu’il y aurait entre 4 et 8 molécules avec une plus forte probabilité de

6 molécules par unité asymétrique.

Il.4.Résolution du probleme des phases :

Avec des données a cette résolution, il était possible d’entamer le processus de
résolution d’une structure. Par contre, il nous fallait résoudre le probléme des phases perdues
durant I'expérience de diffraction. L'une des techniques les plus couramment utilisée est le
remplacement moléculaire, ou un modéle dont la structure est déja connue sert a reconstituer

les phases de I'expérience.

[1.4.1. Tentative de phasage par remplacement moléculaire :

Nous avons tenté d’utiliser le remplacement moléculaire avec PHASER de la suite CCP4
pour résoudre la structure. Pour chacun des homologues présentés dans la Figure 66, les
boucles mobiles avec un facteur B élevé ont été supprimées. Chacun de ces homologues
tronqués du domaine N-terminal a été utilisé seul ou en combinaison avec un homologue
tronqué du domaine C-terminal. Chacune de ces combinaisons a été utilisée pour le
remplacement moléculaire en essayant de remplir 'unité asymétrique avec 4, 6 ou 8

molécules.

L'efficacité du remplacement moléculaire dépend grandement de la proximité entre
le modele utilisé et I'espece présente dans la maille cristalline a reconstruire. Il nous faut donc

un modele suffisamment similaire a notre protéine d’intérét. Or, les serveurs d’analyse de
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séquence n’étaient capables de retrouver que des molécules qui sont tres éloignés et dont les
similarités de séquences étaient faibles (au maximum 26 % sur une partie limitée de la

molécule). Ce qui diminue I'efficacité de cette technique de phasage.

I1.4.2. Tentative de phasage par diffusion anomale :

Nous avons donc cherché a déterminer les phases de nos jeux de données de maniére
expérimentale. Pour celal’'une des techniques les plus couramment utilisées et le SAD ou MAD
pour Single-wavelength ou Multiple-wavelength Anomalous Diffusion. Pour ces techniques, il
faut incorporer dans la protéine des atomes qui sont des diffuseurs anomaux. Ceci se fait de
maniere générale en remplagant les méthionines de la protéine par des méthionines séléniées
(ou I'atome de souffre sera remplacé par un atome de sélénium)[176]. Sous condition que
cette incorporation ne soit pas délétére pour le repliement et la cristallisation de la protéine
ainsi que pour la capacité de diffraction du cristal, il est alors possible d’utiliser les propriétés
de diffusion anomale du sélénium présent dans le cristal. En effet, lorsque le faisceau incident
est a une longueur d’onde spécifique, I'atome diffuseur anomal contribue a la diffraction du
cristal de maniere différente que lorsque le faisceau est a une longueur d’onde ou ce
phénoméne ne se produit pas. Cette contribution permet de déterminer les phases des ondes

diffractées et ainsi de résoudre la structure [177].

1.4.2.1. Par incorporation de Sélénométhionine :

TagR a donc été produite en milieu minimum supplémenté en acides aminés
spécifiques pour induire l'incorporation de sélénométhionine dans la protéine. La protéine a
pu étre purifiée de la méme maniere que précédemment. Les cristaux ont pu étre reproduits
et ont été amenées au synchrotron ESRF pour des expériences de diffraction sur les lignes ID
23-2,1D23-1, ID30-A3, ID30-B, BM14 et FIP. La présence de Sélénium dans la protéine a été
confirmée par spectrométrie de masse. Cependant le signal anomal obtenu apreés diffraction

des cristaux était trop faible pour permettre de résoudre la structure de TagR.

En vérifiant les données cristallographiques obtenues chez les homologues, il a été
possible de voir que les structures contiennent toutes des ions métalliques, tels que le calcium
ou le zinc, pouvant étre impliqués dans des réactions biologiques. En prenant exemple sur ces
homologues, il était donc possible que TagR lie aussi des ions métalliques. Ces métaux
pourraient contribuer a 'empilement cristallin et a la stabilité de la protéine, ce qui pourrait

nous aider a améliorer la qualité des cristaux, et donc leur diffraction. La présence de ces
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métaux pourrait aussi permettre de résoudre le probléme de phase. En effet, il serait possible

de se servir de ces métaux comme diffuseurs anomaux.

11.4.2.2. Par incorporation de possibles cofacteurs :

Nous avons donc cherché a déterminer si TagR était capable de lier des ions
métalliques communs. L'une des premieres expériences effectuées a été le Thermal Shift
Assay (TSA). La protéine TagR a été mélangée a plusieurs tampons contenant différentes
concentrations d’ions calcium, cuivre, magnésium et zinc. Ce sont des métaux présents dans
les structures des homologues présentés dans la Figure 66. La température de dépliement (ou
TM pour Melting-Temperature) de TagR, indicateur de sa stabilité, a été enregistrée durant
I’expérience TSA. Cette valeur est déterminée par une augmentation de fluorescence, elle-
méme induite par la fixation de la sonde CYPRO orange sur les régions hydrophobes de TagR,
rendues accessible au solvant par dépliement de la protéine. Les résultats sont présentés ci-

dessous.
Temperature de dépliement de TagR en fonction de
différents additifs
65
60
55
<
=
=
) I I I III III
40
Contrdle Contrdle + EDTA CucCl2 Zns04 CacCl2 MgCI2
10mM

@O0,1mM HOS5SmM EH1mM

FIGURE 73 : Résultats du TSA obtenus pour TagR mélangée avec plusieurs concentrations de différents additifs.
TM = melting temperature. Les mesures ont été faites en triplicat. La température de dépliement de I'échantillon
contréle (contenant uniquement TagR) est de 48°C. L'ajout d’EDTA ne change pas cette valeur. De méme pour le
MgCl2 et le CaClz. Le ZnSO4 semble avoir un léger effet sur la stabilité de TagR alors que I'ajout de CuCl2 semble
avoir un fort impact.

La protéine TagR seule a une température de dépliement d’environ 48 °C. L’ajout

d’EDTA, un agent chélateur, ne change pas cette température, on peut donc considérer que
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TagR ne lie pas d’ions dans I"échantillon controle. Ensuite, I'ajout de CaCl, et de MgCl; ne
change pas la valeur de température de dépliement de TagR indiquant que ces molécules
n‘impactent en rien la stabilité de TagR et donc n’interagissent probablement pas avec.
Cependant, I'ajout de ZnSO4 augmente la température de dépliement de 2 °C (atteignant 50
°C) indigquant une légére stabilisation. Enfin, I’'ajout de CuCl, et donc de cuivre induit une
augmentation de 11 °C de la température de dépliement a une concentration de 1 mM
(atteignant 60 °C). Le cuivre aurait donc un fort impact sur la stabilité de TagR. Il est intéressant
de noter que le cuivre est aussi un cofacteur nécessaire pour la réaction enzymatique des FGE
[174][178][179]. Cependant, la fixation du cuivre requiert deux cystéines libres chez les FGE ;
or chez TagR ces cystéines sont impliquées dans la formation d’un pont disulfure [174]. TagR
ne doit pas avoir I'activité catalytique d’une FGE mais doit tout de méme présenter la méme

structure que ces molécules.

A partir de cette information nous avons donc reproduit un criblage de conditions de
cristallisation de 6 plaques avec TagR concentrée a 7 mg/ml supplémenté de 1 mM de CuCl..
Les cristaux obtenus dans notre unique condition de cristallisation (en sulfate de lithium) ont

également été reproduits avec ajout de différentes concentrations de CuCl,.

L'ITC a aussi été utilisé pour mesurer une constante d’affinité entre TagR et le cuivre.
La protéine concentrée a 700 uM a été mélangée a du CuCl; a 1 mM. Cependant, le seul signal

obtenu a été celui de la dilution du CuCl; dans la cuve contenant TagR.

De plus, I'ajout de cuivre dans les conditions de cristallisation manuelles et dans le
criblage de condition n’a induit aucun changement des propriétés de diffraction des cristaux
et aucune apparition de nouvelles conditions de cristallisation. Ceci remet en question la réelle

affinité de TagR pour le cuivre.

[1.4.3. Tentative de phasage par remplacement isomorphe :

Afin de résoudre le probleme de phase, nous avons donc tenté une autre technique,
le remplacement isomorphe, SIR ou MIR pour Single-wavelength ou Multiple-wavelength
Isomorphous Replacement. Cette technique requiert I'incorporation d’'un métal lourd dans le
cristal. Lors de 'expérience de diffraction, ce métal lourd va contribuer plus fortement a la
diffraction que les atomes plus légers dont la protéine est constituée (C, H, O, N). Cette forte
contribution est facilement détectable et permet de dissocier la contribution de I'atome lourd
de celle de la protéine. La position de I'atome lourd est ensuite déterminée et sa contribution
a la diffraction du cristal permet de réduire les solutions possibles pour déterminer les phases

originaires de la diffraction de la protéine.
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Nous avons donc cherché a introduire des métaux lourds dans les cristaux de TagR.
Nous avons essayé d’incorporer des atomes d’or, de samarium, de mercure, d’osmium et de
gadolinium chacun a des concentrations variantes de 0,1 mM a 1 mM. Des cristaux ont été
péchés et déposés dans la solution mere de leur goutte respective supplémentée par les
métaux lourds aux concentrations finales décrites. Les cristaux ont été incubés 2 h, 4 h ou sur
la nuit avant d’étre péchés pour étre amenés au synchrotron. Malheureusement, les cristaux
trempés dans ces métaux lourds n’ont pas difracté, ceci peut étre dd au fait que le métal lourd

a interféré avec I'assemblage cristallin, diminuant les propriétés de diffractions des cristaux.

I1.5.0ptimisation de TagR pour obtenir de nouvelles conditions de
cristallisation :

[1.5.1. Utilisation du serveur SERp pour obtenir des mutants de surface :

La qualité des cristaux et de leur diffraction a été un probléme récurrent qui nous a
empéchés d’avoir des données de bonne qualité. Nous avons donc ensuite cherché a trouver
d’autres formes cristallines de TagR afin de voir si elles nous permettraient d’obtenir de
meilleures données. Jusqu’a ce moment dans la these, TagR ne donnait des cristaux qu’avec
une seule condition. Nous avons donc décidé de modifier la protéine pour changer ses
propriétés de cristallisation. Pour cela, nous avons utilisé le serveur SERp (pour Surface
Entropy Reduction Prevision), qui prédit des acides aminés de surface pouvant géner la
cristallisation (avec une haute entropie) et avons muté les résidus ainsi indiqués (pour réduire
I’entropie de surface). Ce serveur a déja été utilisé dans notre équipe et a permis d’obtenir
des cristaux et la structure de I'a-macroglobuline de Salmonella enterica ser. Typhimurium
[180].

Le serveur SERP a défini deux régions étant localisées aux acides aminés 357, 358 et
359 et aux acides aminés 442 et 443 de la séquence de TagR. La région 357 prédite est
constituée de 3 acides aminés glutamine, lysine et acide glutamique. La région 442 prédite est
constituée de 2 acides aminés lysines. Le plasmide contenant la séquence de TagR a été muté
pour remplacer les acides aminés de ces régions en alanines et ainsi former les mutants
TagR357 et TagR442.
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TagR357 TagR442
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FIGURE 74 : Localisation sur la séquence de TagR des régions prédites comme étant en surface par le serveur
SERp. Les acides aminés impliqués dans I'augmentation d’entropie de surface de ces régions sont indiqués en
rouge. Les mutants de TagR pour lesquels ces acides aminés ont été mutés pour des alanines sont indiqué cerclés
de rouge.

Nous avons ensuite exprimé ces clones et purifié les protéines mutantes sur colonne

d’affinité au Nickel.

Chromatographie d'affinité pour TagR357 et TagR442
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FIGURE 75 : Chromatogramme d’élution des mutants MBP-TagR 357 et MBP-TagR442 sur colonne d’affinité au
Nickel et SDS-PAGE associés. Il est possible de voir que les deux mutants sont bien retenus et élués sur la colonne
de Nickel. (NR= fractions des protéines non-retenues)

Il en est de méme avec la digestion a la TEV et lors de I'affinité inverse présentée ici.

110



Chromatographie d'affinité inverse pour TagR357 et TagR442
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FIGURE 76 : Chromatogramme des mutants TagR357 et TagR442 sur colonne d’affinité au Nickel et SDS-PAGE
associés. La fraction non-digérée (NDig) contenant les protéines MBP-TagR357 et MBP-TagR442 sont indiqués.
Aprés digestion a la TEV, (Dig), ces espéces ont bien disparues au profit des espéces MBP et TagR357 et TagR442.
Ces protéines étaient solubles puisqu’elles étaient toujours présentes dans la fraction soluble injectée sur
colonne (Inj). Ces différentes especes ont ensuite été séparées, TagR357 et TagR442 ont été éluées directement
sans étre retenues sur la colonne alors que la MBP a été éluée avec le tampon d’élution.

La colonne d’exclusion stérique a permis d’obtenir des échantillons homogénes

présentés ici.

Chromatogramme d'élution de TagR357 et TagR442 sur S200
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FIGURE 77 : Chromatogramme d’élution sur colonne d’exclusion stérique des protéines TagR357 et TagR442. Un
pic unique contenant les protéines d’intérét est visible. Dans ce pic, malgré la présence de contaminants, elles
sont les espéces majoritaires.
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Nous avons donc utilisé ces deux protéines pour des criblages de conditions de
cristallogenése en utilisant 6 plaques a 4.5 mg/ml pour les deux constructions. Cependant
aucune goutte n’a produit des cristaux malgré un ratio goutte claire / goutte précipitée
d’environ 40 %. Certaines conditions semblaient faire croitre des objets cristallins mais ces

objets n’ont jamais pu étre reproduits manuellement (Voir Figure 77).

PEG 8000 30% w/V

PEG 2000 MME 30% W/Y 0,1 M Cacodylate de sodium a pH 6,5
0,15 M Bromure de potassium 0.2 M Acétate de sodium
TagR357 a 4,5 mg/ml !

TagR442 a 4,5 mg/ml

FIGURE 78 : Exemple d’objets obtenus dans les gouttes de cristallisations lors du criblage avec les deux mutants
TagR357 et TagR442.

Nous avons donc décidé de changer d’approche pour optimiser I’échantillon TagR a la
cristallogenese. La protéolyse ménagée est une technique couramment utilisé dans ce but.

[1.5.2. Utilisation de la protéolyse ménagée pour définir des régions flexibles

sur TagR :

La protéolyse ménagée permet, en utilisant des protéases en quantité controlée, de
digérer les régions flexibles des protéines. Ces régions flexibles sont généralement déléteres
a la cristallogenése des protéines car elles génent la croissance cristalline. TagR a donc été
incubée a des durées différentes avec de la trypsine, une protéase coupant apres les Lysines
et les Arginines. Les résultats de la digestion ont été analysés par SDS-PAGE afin de vérifier la

qualité de la protéolyse ménagée.
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FIGURE 79 : SDS-PAGE montrant les résultats de protéolyse ménagée. Sur la gauche, I'incubation de TagR avec la
trypsine a un ratio molaire de 1 pour 500 (Trypsine : TagR) entraine la dégradation de I'espece a 60 kDa dont la
bande sur gel disparait au cours du temps. Ceci entraine I'apparition d’'une bande plus basse vers 55 kDa. A droite,
optimisation des conditions de digestion, aprés 18 heures de digestion avec la trypsine a un ratio molaire de 1
pour 500 (Trypsine : TagR) il est possible de voir que I'espéce de 60 kDa a disparu au profit de I'espéce a 55 kDa.

L'incubation de TagR avec la trypsine a un ratio molaire 1 pour 500 (Trypsine : TagR) a
entrainé la disparition de la bande de 60 kDa au profit de I'apparition d’une bande a 55 kDa.
TagR a donc été digérée et un domaine plus résistant a la protéolyse et donc plus stable est
apparu. Les conditions optimales pour obtenir un échantillon homogene de cet espéce
protéolyse sont situées entre 8 heures et 21 heures d’incubation. Aprés optimisation, il est
possible de voir qu’au méme ratio aprés 18 heure d’incubation, I'espéce digérée de TagR
d’environ 55 kDa était majoritaire. Cet échantillon a été utilisé pour réaliser un criblage de
conditions de cristallisation, 6 plaques ont été effectuées avec cet échantillon concentré a 9

mg/ml mais aucune condition n’a permis la croissance de cristaux.

En paralléle a la cristallisation de I’échantillon digéré, nous avons cherché a identifier
le domaine résistant a la protéolyse qui était obtenu. Aprés envoi de I’échantillon digéré a la
spectrométrie de masse (plateforme du PSB), il a été possible de déterminer que cet
échantillon était constitué de la partie N-terminale de la protéine. Cette partie a été digérée
apres la Lysine 443. Il est intéressant de noter que cette coupure se situe sur I'un des sites
prédits comme étant exposé au solvant par le serveur SERp. Les données sont donc
cohérentes entre les expériences et les prédictions, signifiant que cette région est trés

probablement exposée au solvant.
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FIGURE 80 : Localisation sur la séquence de TagR des différents mutants construit. Les acides aminés impliqués
dans I'augmentation d’entropie de surface prédits par le serveur SERp sont indiqués en rouge et les mutants de
TagR issus des mutations sont indiqués cerclés de rouge. Le domaine isolé aprés protéolyse ménagée provient
d’une coupure de la séquence peptidique aprés la lysine 443. Le clone TagRShort est issu d’une mutation de
I’acide aminé 444 en codon stop.

Nous avons donc recloné le vecteur codant pour la protéine TagR pour y muter I'acide
aminé 444 en codon stop, donnant ainsi le clone TagRShort. Ce clone correspondrait a la
version plus courte de TagR obtenue par protéolyse ménagée et déterminée par
spectrométrie de masse.

Ce clone a été exprimé et purifié par colonne d’affinité au Nickel. Cependant, le clivage
avec la protease TEV du site de coupure entre la MBP et TagRShort a entrainé la précipitation
de la protéine TagRShort. La digestion étant impossible, nous en avons conclu que la MBP était
capable de solubiliser la protéine alors agrégée. Il est possible que ce clone manque une partie
de la structure qui est conservée lors de la protéolyse mais n’est pas présente chez ce nouveau
clone, entrainant son agrégation.

II.6.Amélioration de la diffraction des cristaux par ensemencement :

Suite a I'échec de la modification de la protéine pour améliorer les cristaux et leur
diffraction, nous avons continué nos tentatives par des approches centrées sur la
cristallogenese pour utiliser des techniques d’ensemencement. Ces techniques sont divisées
en deux catégories appelées micro et macro-ensemencement. Le principe est le méme pour
les deux techniques : utiliser un cristal déja existant comme matrice pour la croissance d’un
nouveau cristal. La différence vient de la taille du cristal utilisé a I'origine. Pour le macro-
ensemencement, un cristal simple est utilisé et placé dans la méme condition de cristallisation

ayant permis sa croissance a I'exception du fait que la quantité en protéine sera réduite. Le
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but est de ne pas entrainer I'apparition de nouveau cristaux mais d’'uniquement faire croitre

le cristal introduit dans cette nouvelle goutte [181].

Le micro-ensemencement est aussi réalisé a partir d’un cristal, mais celui-ci est broyé
pour n’étre utilisé plus qu’a I'état de noyaux de cristal. Ces noyaux sont bien plus petits que
les cristaux originaux et sont ne sont composées que de quelques mailles cristallines. De la
méme maniere que précédemment, ces noyaux seront utilisés pour éviter I'étape de

nucléation nécessaire a la croissance spontanée du cristal [182].

Cette technique de micro-ensemencement est capable de modifier le groupe d’espace
et la maille du cristal ainsi formé [183]. Le fait de recourir a des noyaux permet

d’homogénéiser la croissance des cristaux pour n’en obtenir qu’un seul type [184].

Dans le cas de TagR, ou nous avons cherché a obtenir un signal de diffraction a plus
haute résolution, le macro-ensemencement aurait pu étre intéressant pour obtenir des
cristaux plus gros. De maniere générale, les cristaux plus gros contiennent plus de volume
cristallin et donc plus de répétitions de la maille cristalline, ce qui pourrait générer un meilleur
signal de diffraction. Cependant, cette technique a tendance a créer des anomalies de
croissance tel que des macles. Or certains des cristaux déja obtenus précédemment étaient
des macles. L’assemblage cristallin de nos cristaux était donc susceptible aux erreurs et utiliser

cette technique pourrait entrainer un aggravement de ce phénomeéne [181][185].

En revanche le micro-ensemencement nous permettrait d’isoler des formes cristallines
pouvant croitre sous d’autres formes que des baguettes [184]. Cette technique a donc été
utilisée a partir des cristaux précédemment obtenus. Deux des facons les plus communes
d’utiliser cette technique requiérent l'utilisation soit d’'une moustache de chat soit de

microbilles.

La premiere technique nécessite d’utiliser une vraie moustache de chat (ou un crin de
cheval). Ce sont des fibres qui sont suffisamment écailleuses pour décrocher et retenir des
morceaux infimes de cristaux [186]. Ces poils sont donc frottés contre des cristaux avant d’étre
lavés dans des gouttes contenant de la solution de cristallisation et la protéine en
concentration saturante mais ne permettant pas la nucléation de cristaux. Ceci est important
car les noyaux seront apportés par le passage de la moustache de chat. Ces passages sont
réitérés afin de créer un gradient d’ensemencement avec les noyaux (de moins en moins de
cristaux seront présents et apportés par la moustache). Ceci entraine la croissance de moins
en moins de cristaux le long du gradient, les cristaux seront donc potentiellement de plus en

plus gros [187].
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Cependant, aprés utilisation de cette technique, seuls des baguettes fines sont
apparues. Ceci rappelait les baguettes déja obtenues précédemment, qui diffractaient a faible

résolution ; ce qui a limité I'intérét de cette technique ici.

La deuxieme technique courante en micro-ensemencement requiert I'utilisation de
billes métalliques [186]. Des cristaux déja formés sont broyées dans leur gouttes puis pipetés
et dilués. Une ou plusieurs billes seront ajoutées a I’échantillon qui est alors vivement agité.
Les billes réduisent les cristaux a I’état de noyaux homogenes. Ces noyaux sont utilisés de la
méme maniére que pour la moustache de chat, pour ensemencer des gouttes contenant déja
la protéine et la condition de cristallisation. Les noyaux sont ajoutés en quantité décroissantes
pour créer un gradient de nucléation. Ceci permet comme pour la moustache de chat,

d’obtenir des petits cristaux au début puis des grands cristaux a la fin du gradient [188].

Cette technique a été utilisée avec les cristaux de TagR mais, a nouveau, seulement

des baguettes ont pu étre obtenues.

Nous avons donc fait un dernier essai avec les noyaux obtenus. En effet, il est possible
d’utiliser les noyaux cristallins pour faire du MMS (Micro-seeds Matrix Screening). Ceci
consiste a cribler des conditions de cristallisation en utilisant cette fois la protéine
supplémentée avec les noyaux cristallins obtenus. Ceci permet d’obtenir des cristaux dans
plus de conditions, voir méme des cristaux aux caractéristiques différentes [187][189]. Dans
notre cas, I'unique condition permettant d’obtenir des cristaux ne nous a pas permis d’obtenir
des cristaux de qualité suffisante. Une nouvelle condition ou les cristaux auraient des
meilleures propriétés de diffraction serait plus intéressante. Nous avons donc utilisé cette
technique mais malheureusement, sur la plaque de criblage réalisée avec des noyaux ajoutés
aTagR concentrée a 10 mg/ml, nous n’avons obtenu aucune condition entrainant la croissance

de cristaux.

Apres ces multiples échecs, nous avons décidé de chercher a modifier I'échantillon de
TagR en cherchant a cristalliser le complexe TagQ-TagR. En partant du principe que si ces deux
protéines ne cristallisent pas individuellement, elles pourraient peut-étre le faire en formant

un complexe.

[I.7.Caractérisation du complexe TagQ-TagR :

Pour éviter de mélanger les deux protéines de maniéres aléatoires en attendant
gu’elles cristallisent, nous avons donc cherché a mieux caractériser ce complexe, notamment
en déterminant sa stoechiométrie et sa constante de dissociation. Il est intéressant de noter

que le pl de TagR est de 5,6 alors que le pl de TagQ est de 9,0 ce qui signifie qu’a pH 7,0, ces
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deux molécules ont des charges globalement opposées, ce qui indiquerait une possible

interaction médiée par des charges de surface.

[1.7.1. Purification et caractérisation de TagQ :

Pour cette partie de I'étude, il a fallu purifier la protéine TagQ. C’est une protéine de
32 kDa dont la séquence génique correspondante au peptide signal et de la lipobox ont été
supprimées pour donner une protéine de 28 578 Da (voir annexes) dont le clone a été realisé
dans le plasmide pMAL-p2x identique a celui de TagR. Cette protéine a donc été purifiée de la
méme fagon que TagR, c’est-a-dire par colonne d’affinité au Nickel. Sur le SDS-PAGE associé,

la protéine TagQ est encore présente avec la MBP et migre donc aux alentours de 70 kDa.

Chromatographie d'affnité au Nickel pour TagQ
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FIGURE 81 : Chromatogramme d’élution de colonne d’affinité au Nickel pour MBP-TagQ et SDS-PAGE associé. La
comparaison entre les fractions non-induites (TO) et apres induction (Ti) indique que la protéine est bien
exprimée par les cellules. La protéine MBP-TagQ est présente parmi les protéines solubles du lysat (T). Une partie
est non-retenue sur la colonne (NR). Une partie est aussi éluée dans le lavage (Volume d’élution : 38 ml). Lors de
I’élution, on retrouve bien une majorité de protéine MBP-TagQ.

L’étape suivante consiste en la coupure de la MBP de la séquence de TagQ. Ceci a été
fait avec une protéolyse avec la protease TEV a un ratio 1: 30 de TEV / MBP-TagQ durant 3
heures a température ambiante. La protéine TagQ a alors été séparée de la TEV et de la MBP
par chromatographie d’affinité inverse comme pour TagR. La Figure 82 indique que TagQ a

été éluée dans le volume non retenu par la colonne.
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Affinité inverse pour TagQ
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FIGURE 82 : Chromatogramme d’élution de colonne d’affinité au Nickel pour TagQ et SDS-PAGE associé.
L’échantillon avant dialyse (contre I'imidazole) contient une majorité de MBP-TagQ. La dialyse ne fait pas
précipiter la protéine puisqu’elle est toujours présente aprés (Ndig). Apres digestion a la TEV (Dig), I'espéce MBP-
TagQ disparait au profit des especes MBP et TagQ séparées. TagQ est alors non retenue par la colonne de Nickel
alors que la MBP et MBP-TagQ sont retenues sur la colonne et élués avec le tampon d’élution.

Aprés cette étape la protéine a subi une derniéere étape de purification par colonne

d’exclusion stérique. Il est possible de voir le profil d’élution sur la Figure 83.

Chromatogramme d'élution de TagQ sur S200
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FIGURE 83 : Chromatogramme de I'élution de TagQ sur colonne d’exclusion stérique $200 10/300 et SDS-PAGE
associé. Il semblerait qu’une partie de la protéine TagQ se soit agrégée car on observe un pic dans le volume
mort de la colonne. Cependant sur gel, TagQ n’apparait pas, c’est donc probablement une précipitation de
contaminant. Ensuite, plusieurs pics sont observés et chacun contient TagQ uniquement. TagQ se comporterait
donc comme un monomere ou un dimere.

Il semblerait que la protéine se soit [égérement agrégée durant la concentration car un
pic est obtenu au niveau du volume mort. Cependant, sur gel il est possible de voir que ces
fractions ne contiennent pas TagQ, il peut alors s’agir de contaminant ayant précipité. Il est
aussi possible de voir que TagQ forme des multimeres, puisque des pics contenant
uniqguement TagQ ont été élués avant le pic final. En séparant ces espéces, nous avons pu
purifier un monomere et un dimere de TagQ. En fin de purification un échantillon pur et

homogene est obtenu.
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Les deux échantillons séparés de TagQ sous forme monomérique et multimérique ont

été contrblés au SEC-MALLS (disponible en tant que plateforme du PSB) pour bien définir la

composition en protéine des différentes especes séparées.
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Résultats du SEC-MALLS pour TagQ dimérique
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Masse moléculaire
déterminée

Volume d’élution

Polydispersité

Echantillon possible

Fraction totale

55570 (+/- 1,0%)

36 800 (+/- 6,9%)

81170 (+/- 2,3%)

13,7 ml

16,1 ml

12,7 ml

1(+/- 1.6 %)

1(+/- 10 %)

1(+/- 3,8 %)

Dimere TagQ
(28578 Dax2=57156Da)

Monomeére TagQ
(28578 Da)

Trimeére TagQ
(28578 Da x 3 =85 734 Da)

75,4%

17,2%

7,4%

FIGURE 84 : Résultats obtenus avec le SEC-MALLS sur I’échantillon TagQ multimérique (5200 10/300). Le profil
d’élution est détecté avec les UV (en bleu). La masse moléculaire des espéces déterminée par le MALLS est
présentée en rouge. Les résultats du MALLS sont indiqués dans le tableau. Il est possible de voir que TagQ peut
former différentes espéces en solution allant du monomere au trimere.

Le pic majoritaire (75 % de la fraction totale) est formé par une espéce dont la masse

correspond a un dimeére de TagQ. Un monomere et un trimére sont aussi observables mais les

statistiques d’erreurs de polydispersité et de masse moléculaire sont de qualité inferieure que

pour le dimére. Nous avons ensuite analysé I’échantillon contenant la forme isolée

monomérique de TagQ.
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Résultats du SEC-MALLS pour TagQ Monomérique
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Mass’e molt.ec[.llalre Volume d’élution Polydispersité Echantillon possible Fraction totale
déterminée
Monomere TagQ
26820 (+/- 1,28 %) 15,5 ml 1(+/-2 %) (23578 Da) 98,8 %
Trimere TagQ

97 360 (+/- 6,9%) 13,3 ml 1(+/- 15 %) (28578Da x3 = 85734 Da) 1,2%

FIGURE 85 : Résultats obtenus avec le SEC-MALLS sur I’échantillon TagQ monomérique (5200 10/300). Le profil
d’élution est détecté avec les UV (en bleu). La masse moléculaire des especes déterminées par le MALLS est
présentée en rouge. Les résultats du MALLS sont indiqués dans le tableau. D’apres les masses déterminées, il est
possible de voir que TagQ sous forme monomérique semble étre la forme majoritaire de cet échantillon.

Pour cet échantillon, il est possible d’observer que la majorité des especes observées
(98%) sont composées par une protéine dont la masse correspond a un monomere de TagQ.
Une espéce dont la masse correspondrait a un trimere de TagQ est aussi observable mais les

statistiques d’erreurs sont élevées ce qui rend cette observation discutable.

TagQ sous forme monomérique a donc bien été séparée de la forme dimérique par
colonne d’exclusion stérique. Il est intéressant de noter que I'on n’observe pas de reformation
du dimere de TagQ apres re-concentration de la fraction contenant les monomeres. Ceci
semble indiquer que cette formation de complexe ne semble pas étre médiée par la
concentration de la protéine et que ce complexe n’est pas d{ a un équilibre entre différentes
espéces. Lors d’un complexe formant un équilibre, la purification de l'une des espeéces
entraine la reformation des autres. Des profils d’élution sur colonne SEC sont alors identiques

malgré la purification de chaque espeéce. Ce n’est pas le cas ici.
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[1.7.2. Caractérisation du complexe TagQ-TagR :

Pour caractériser ce complexe, nous avons utilisé différentes techniques.

Premiérement, nous avons mélangé les échantillons de TagQ sous forme

monomérique et de TagR ensemble avant de faire migrer I’échantillon mélangé sur colonne
SEC. Si un complexe se forme entre les deux protéines, un nouveau pic d’élution ne

correspondant a aucune autre protéine devrait apparaitre. Il est possible de voir le résultat
dans la Figure 86 suivante.

Chromatogramme d'élution de TagQ et TagR sur S200
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FIGURE 86 : Chromatogramme d’élution de TagQ et TagR sur colonne S200 et SDS-PAGE associé. Il est possible
de voir que les deux protéines sont bien dans I’échantillon injecté sur colonne (Inj). Cependant, deux pics sont
observés, chacun contenant I'une des protéines. Aucun nouveau pic n’apparait, ou aucun pic ne semble contenir
les deux protéines. Il ne semblerait pas qu’il y a formation de complexe avec cette technique.

L'incubation des protéines TagQ et TagR ensemble ne permet pas de former un
complexe, aucun pic supplémentaire n’apparait sur le profil d’élution.

[1.7.3. Caractérisation du complexe par SEC-MALLS :

Une derniére expérience a été tentée. En hypothétisant que le complexe nécessite un
temps long pour pouvoir étre formé, les deux protéines ont été incubées longtemps (une
semaine) en chambre froide. L’échantillon a ensuite été utilisé en SEC-MALLS dans le but de
détecter une quantité minime de complexe possible s’il y a et y définir sa stoechiométrie. Deux
échantillons concentrés de TagQ et de TagR ont donc été mélangés ensembles et laissés

incuber a 4 °C sur 3 jours avant d’étre analysées avec le SEC-MALLS. Les résultats sont
présentés ici.
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Résultats du SEC-MALLS pour le complexe TagQ-TAgR
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Masse moléculaire déterminée Volume d’élution Polydispersité Echantillon possible Fraction totale
111900 (+/-0,8 %) 13,25ml 1(+/-1.3 %) Dimere TagR 89,1%
(59712 Dax2 = 119424 Da)
Monomére TagQ
28520 (+/- 0,9 %) 15,25 ml 1(+/- 1,3 %) (28578 Da) 9,5%
133100 (+/- 1,8 %) 12,15 ml 1(+/-2,6 %) BT TEER: MISeiE e TEH) 0,3%
(59712 Da x2+ 28 578 Da = 148 002 Da)
218400 (+/-0,8 %) 11,15 ml 1(+/-1,25%) USielul= DL 03%

(59712 Dax 4 = 238848 Da)

FIGURE 87 : Résultats obtenu avec le SEC-MALLS sur I’échantillon TagQ et TagR mélangé (5200 10/300). Le profil
d’élution est détecté avec les UV (en bleu). La masse moléculaire des especes déterminé par le MALLS est
présenté en rouge. Les résultats du MALLS sont indiqué dans le tableau. Il est possible de voir que les especes
déja caractérisées pour chacun des échantillons sont présentes, TagR dimérique et tétramérique, TagQ
monomeérique. Il est possible de voir I'apparition d’'un nouveau pic dont la masse coincide avec la masse d’un
complexe TagQ-TagR.

La protéine TagR étant présente en exces, son pic correspondant (dimere de TagR)
rend les autres pics d’élution plus petit aprés normalisation. Cependant, on observe les
espéces déja caractérisées précédemment a savoir le dimeéere et tétramére de TagR. Le
monomere de TagQ est aussi présent. En plus de ces espéces, il est possible de voir apparaitre
un nouveau pic, en amont des pics de TagR et de TagQ. Ce petit pic représente en réalité
uniguement 0,3 % des especes présentes car I'échantillon était saturé en TagR, mais cette
guantité a été suffisante pour générer des statistiques fiables quant au calcul de la masse
moléculaire et le la polydispersité. La taille de ce complexe est de 133 100 Da ce qui

correspondrait a un complexe entre 1 molécule de TagQ et 2 molécules de TagR.

Des criblages ont été tentés avec ce ratio entre TagQ et TagR. 6 plaques de criblage de
conditions de cristallisation ont été réalisées a 4 °C et a 20 °C avec un ratio TagQ/TagR de
1 pour 2. (TagQ a 3,5 mg/ml et TagR a 15 mg/ml) Certaines conditions ont généré des
semblants de cristaux (voir ci-dessous), et ces résultats continueront a étre explorés par

d’autres membres du laboratoire.
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FIGURE 88 : Potentiels cristaux obtenus lors du criblage de conditions de cristallisation du complexe TagQ/TagR.
Les deux protéines ont été utilisées a 3,75 mg/ml et 15 mg/ml. La condition est trés similaire a la condition
donnant les cristaux de TagR, cependant, lors de la méme expérience, ni TagR, ni TagQ ne sont capables de
former les mémes cristaux seuls.

Ill.  Conclusion :

A la fin de ma these, nous avons pu déterminer grace aux techniques d’AUC et de SEC-
MALLS que la protéine TagR formait un homodimeére in vitro. Malgré les ressemblances avec
les protéines FGE, TagR semble différer suffisamment pour ne pas partager la méme activité.

Concernant I'objectif de résoudre la structure de TagR, la purification de la protéine
n’a pas été un probléme. La difficulté de ce projet est venue d’une part du fait que cette
protéine n’a cristallisé que dans une unique condition, mais aussi du fait que les cristaux
obtenus n’ont pas diffracté a une résolution assez haute. En outre, les tentatives pour
améliorer ces cristaux par ensemencement et ajout d’additifs n’ont rien changé a leur capacité
de diffraction. La structure de TagR n’a donc pas été résolue. Cependant, I'expérience
accumulée en travaillant avec TagR m’a permis de développer mes compétences en
cristallogenese et en cristallographie rayons-X pour travailler efficacement a la résolution de

la structure d’EpsS (décrite dans la partie suivante de cette these).

En ce qui concerne TagQ, nous avons pu définir que TagQ était aussi capable de former

des dimeres.

Ensuite, concernant le complexe TagQ-TagR, en utilisant le SEC-MALLS nous avons pu

avoir des résultats préliminaires indiquant qu’il pourrait étre purifié, malgré la faible quantité
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qui semble étre disponible. Ces résultats ouvrent les portes pour qu’un nouvel étudiant puisse
reprendre le projet et éventuellement isoler et caractériser ce complexe important pour
I'activation du HSI-I SST6.

V. Annexes :

. Epsilon o
Nombre d’acides aminés Masse (Da) “ (M/cm ) Tryptophanes

570 (548) 61924 (59637) 53 (5,8) 55935 3(2) 6(5)

977 106 801 5,7 123 775 2 13
549 59522 58 55935 2 5
549 59 580 5,58 55935 2 5

870 95 071 54 117 815 2 13
442 47 964 5,2 49975 2 5
TagQ (-PS-LB) 304 (274) 31716 (28578) 8,94 (8,94) 22 265(20 650) 6(4) 1
6hMBP-TagQ 703 75 743 6,29 88 490 4 9
6hMBP- 428 47125 56 67 840 0 8

TABLEAU 1 : Tableau récapitulant les différentes caractéristiques biochimiques des protéines et clones de TagR
et TagQ. (-SP) = Valeurs apres retrait du peptide signal. (-LB) = Valeurs apreés retrait de la lipobox.
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FIGURE 89 : Plaques de cristallisation 24 puits réalisées en chambre froide pour cristalliser la protéine TagR.
Chaque puit contient 3 gouttes ou TagR a été déposée a des concentrations différentes. Certaines plaques ont
un reflet bleuté di a I'ajout de cuivre dans la solution de cristallisation des puits.
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Partie 3 :

EpsS
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|. Introduction

I.1. Le systeme de sécrétion de type 2 :

Le systeme de sécrétion de type Il (S5T2) est un systéme couramment utilisé par des
bactéries pathogénes a Gram négatif. Il a pour fonction principale la sécrétion de protéines
dans le milieu extérieur, et certaines de ces protéines sont des facteurs de virulences [190].
Parmi les bactéries exprimant le SST2, il est possible de retrouver des bactéries comme Vibrio
vulnificus, un pathogene d’origine alimentaire responsable de septicémies fréquemment
mortelles [191], et Aeromonas hydrophila, un pathogéne opportuniste infectant peaux, tissus
mous et tractus digestif [192]. Tous deux utilisent le SST2 pour secréter des protéines comme
des protéases, lipases et toxines formant des pores comme |'aerolysine [193]. Le SST2 est donc
un systéme ayant un réle majeur dans le développement de maladies infectieuses et I'étude
de sa fonction et, plus en détails, de sa structure sont importants pour enrayer la propagation

de ces maladies.
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FIGURE 90 : Tiré de [194]. Représentation des protéines composants le systéme de sécrétion de type Il. A gauche,
Schéma des protéines composants le systéeme de sécrétion de type Il. Les protéines composant la base du
systeme dans la membrane interne sont représentées en vert. Les protéines du pseudo-pilus sont représentées
en jaune. La sécrétine est représentée en bleu et sa pilotine en rose. A droite, structure en ruban de la sécrétine
et pilotine d’E. coli présentée dans |’article [195], le monomere GpsD est présenté en couleur, le domaine S, site
d’interaction entre pilotine et sécrétine, est indiqué en rouge et la pilotine est représenté en orange.

Le SST2 est un complexe macromoléculaire qui se situe dans la membrane interne
bactérienne et s’étend dans le périplasme jusqu’a la membrane externe bactérienne dans

laguelle il s’enfonce pour créer un canal. Le cceur fonctionnel du systéme est constitué de trois
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assemblages macromoléculaires qui fonctionnent ensemble : la plateforme du pseudo-pilus,
le pseudo-pilus et la sécrétine [196]. Plus précisément, la plateforme, qui est présente dans la
membrane interne, est composée par les protéines GspC-E-F-L et M. Cette plateforme
supporte un pseudo-pilus qui est composé des protéines GspG-H-I-J et K et dont la croissance
dans le périplasme consomme de I’ATP. Cette croissance pousse les protéines secrétées a
travers un canal de sécrétion associé a la membrane externe appelé GspD (ou sécrétine). Le
systeme peut utiliser les protéines GspA-B et S qui sont dites accessoires et dont la présence

dans le génome bactérien est variable. (Figure 90)

[.2. L'assemblage des sécrétines :

La sécrétine s’étend dans le périplasme jusqu’a la membrane externe ou elle est
enchassée. Elle est formée par multimérisassions des protéines GspD, qui s’assemblent seules
in vitro [197]. Cependant, chez de nombreuses espéces bactériennes, I'assemblage
fonctionnel de la sécrétine dans la membrane externe dépend de la présence d’une petite
lipoprotéine qui vient se lier au domaine C-terminal de la sécrétine. Celle-ci « pilote »
I'assemblage des monomeéres de sécrétine a travers le périplasme grace au systéme LOL (pour
Localization Of Lipoprotein) [198]. L’absence de ces protéines « pilotes » ou pilotines chez
Klebsiella oxytoca et Dickeya dadantii a été prouvée comme étant responsable de la
localisation du SST2 dans la membrane interne [199]. De plus, I'interaction entre la pilotine et
le domaine-S des sécrétines a été montrée par différentes techniques de biophysique et de
biochimie. Récemment, de nouveau types de pilotines, dont les séquences different
totalement des séquences des pilotines précédemment connues, ont été découvertes chez les
souches entéropathogéniques et entérotoxigéniques de E. coli [200]. Ceci a permis de classer
les mécanismes d’assemblage des sécrétines du SST2 en deux types. Les pilotines PulS/OutS
qui interagissent avec les sécrétines Gspq ou de type Klebsiella et les pilotines GspSg/AspS qui

reconnaissent les sécrétines de types Gspgou de type Vibrio [201].

En revanche chez certaines bactéries comme chez Aeromonas hydrophila par exemple,
aucun homologue de pilotine n’a été trouvé dans le génome. Il semblerait que I'assemblage
final de la sécrétine soit médié par le complexe ExeAB présent dans la membrane interne
[202]. Ce complexe semble interagir avec le peptidoglycane du périplasme bactérien [203] et
avec les domaines NO et N1 de la sécrétine ExeD [204]. Ceci laisse penser que ExeAB pourrait
organiser I'assemblage de ExeD directement depuis la membrane interne tout en réorganisant

le peptidoglycane pour y permettre son insertion.

Il semblerait donc qu’il y ait différents mécanismes bactériens qui permettent

I’'assemblage des sécrétines a travers le périplasme : un premier mécanisme qui utiliserait le
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systeme LOL et les pilotines pour un assemblage localisé vers la membrane externe et un
second mécanisme qui utiliserait le complexe ExeAB et un assemblage plutdt localisé vers la
membrane interne. Il est aussi possible que, chez certaines bactéries, ces mécanismes

fonctionnent ensemble pour permettre I'assemblage correct des sécrétines.

[.3. Intérét du projet et implication

Le but du projet était donc de donner une meilleure compréhension des différents
mécanismes d’assemblage des sécrétines, qu’ils soient dépendants ou non des pilotines.
Considérant la taille des sécrétines (1 MDa), la microscopie électronique a été la technique
envisagée en premier. Cette technique pourrait nous permettre de comparer les différences
de structures et donc de mécanismes d’assemblage de 2 sécrétines différentes, une
assemblée grace a la pilotine et I'autre grace au complexe ExeAB. Le choix s’est porté sur deux
organismes présentés précédemment : V. vulnificus et A. hydrophila, deux pathogénes dont
les séquences génétiques des SST2 different par la présence ou I'absence d’une pilotine,

indiquant des mécanismes d’assemblage potentiellement différents.

Peter Howard, de l'université de Saskatchewan, est venu dans notre équipe apportant
son expertise sur les sécrétines. Il a été capable d’exprimer les sécrétines de V. vulnificus et de
A. hydrophila en cell-free avec I'aide de Lionel Imbert. Les échantillons de sécrétines purifiées
étaient compatibles avec les techniques de cryo-microscopie électronique. Guy Schoehn et
Leandro Estrozi de I'équipe de Microscopie électronique de I'IBS ont pu obtenir suffisamment
d’images des deux sécrétines pour déterminer leurs structures. Les données ont ensuite été
affinées par Leandro Estrozi et Carlos Contreras-Martel pour obtenir les modeles finaux

présentés dans I'article [205].
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FIGURE 91 : Structure des Sécrétines obtenues dans I'article [205]. La sécrétine de A. hydrophila est présentée
en haut en jaune, la sécrétine de V. vulnificus en bas en bleu. Les domaines de chaque monomeres (représentés
en orange) sont indiqués a droite.

Pour compléter cette étude, il a été décidé de travailler aussi sur la pilotine de V.
vulnificus dont la structure était inconnue. La cristallographie aux rayons X a été utilisée pour
résoudre la structure de la pilotine de taille plus modeste que la sécrétine (14 kDa contre 1
MDa).

Pour ce papier, j’ai donc purifié et cristallisé la protéine EpsS, pilotine de V. vulnificus.
J'ai ensuite résolu et affiné sa structure. Une équipe a publié, pendant la résolution de la
structure d’EpsS, une structure de microscopie électronique a haute résolution d’un complexe
pilotine-sécrétine homologue [195][205][206]. Par conséquent, nous avons utilisé leurs
structures pour modéliser notre complexe et mieux comprendre les interactions potentielles

entre pilotine et sécrétine de V. vulnificus.

[I.  Matériels et méthodes :

[I.1. Purification d’EpsS :

La construction utilisée a permis I'expression dans le périplasme bactérien (grace a un
peptide signal d’adressage) d’une Maltose Binding Protein (MBP) portant une étiquette 6-

histidines en Nter (qui sert d’amorce de repliement et d’aide a la solubilisation). Cette
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étiquette est suivie par la séquence d’EpsS séparée de la MBP par quelques acides aminés et

un site de clivage spécifique a la protéase TEV (Tobacco etch virus).

Des cellules E. coli BL21 contenant le plasmide exprimant cette construction ont été
cultivées a 30 °C dans un milieu nutritif LB contenant 100 pg/ml d’ampicilline. Lorsque la
culture a atteint une ODsgo de 0,8 I'expression de la protéine a été induite avec 0,4 mM d’IPTG
pendant 4 h. Les cellules ont été centrifugées a 12000 g pendant 10 minutes et reprises dans
un tampon contenant 10 mM NaPQg4, et 400mM NaCl a pH 7,5 et sont lysées au cell-disruptor
avec 3 passages a 10 000 PSI. Le lysat cellulaire a été ensuite centrifugé a 50000 g pendant 30
minutes et le surnageant a été chargé sur une colonne MBP-trap (GE) de 5 ml préalablement
équilibrée avec le méme tampon. Aprés un lavage avec 10 volumes de colonne, MBP-EpsS a
été élué avec un gradient de 1 mM de Maltose. Les fractions du pic d’élution ont été
rassemblées et digérées pendant 4h a température ambiante suivant un ratio 1: 50 entre la
MBP-EpsS et la TEV. La TEV et la MBP ont été ensuite séparées d’EpsS avec une colonne Ni-
NTA équilibrée dans du PBS. La fraction de MBP résiduelle a été finalement séparée avec une
derniere colonne MBP-trap. Le volume non retenu par la colonne a été ensuite rassemblé et
concentré pour étre injecté sur une colonne Superdex S 75 (GE) équilibrée dans un tampon 20
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,5. Les fractions contenant EpsS ont ensuite été rassemblées,

concentrées et utilisées dans des criblages de conditions de cristallisation.

[1.2. Cristallisation d"EpsS :

Les premieres conditions de cristallisation en goutte suspendues ont été obtenues en
utilisant la plateforme de cristallisation HTX (ISBG, Grenoble). Parmi les différentes conditions
qui permettaient la croissance de cristaux, la condition contenant 100 mM HEPES a pH 7,5, 2%
PEG 400 et 2 M d’ammonium sulfate a été reproduite manuellement. Les gouttes manuelles
suspendues ont été faites par mélange a un ratio 1 :1 de la protéine dans son tampon (25 mM
HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl) et de la solution de cristallogenese pour un volume de 2 pl final.
Apres différentes tentatives d’améliorations, les oursins obtenus a I'origine sont devenus des
petits groupes d’aiguilles puis des plaques plus épaisses. Ces plagues plus épaisses ont été
produites dans une condition contenant 0,1 M Tris-HCl pH a 7,5, 1,9 M d’ammonium sulfate
et 2,5 % (v/v) de PEG 400 et ont pu étre péchées en séparant les plaques les unes des autres.
Ces plaques ont ensuite été trempées dans une solution composée de la précédente condition
de cristallisation supplémentée de 25 % (v/v) d’éthylene glycol et ensuite congelées dans de
I'azote liquide.
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[1.3. Collectes de données et résolution de la structure :

La collecte de données s’est déroulée a I'ESRF sur la ligne de lumiére ID30A-3 sous un
flux d’azote a 100 K. Les données ont été enregistrées sur un détecteur EIGER X 4 M placé a

une distance permettant la collecte de données jusqu’a 1,6 A.

Les données ont été analysées, indexées et mises a I'échelle avec XDS [207] puis
importées dans la suite CCP4 [208]. Les cristaux appartenaient au groupe d’espace 1222 ; grace
a la haute résolution du jeu de données, il a été possible d’utiliser Arcimboldo Schredder [209]
pour résoudre la structure en utilisant la structure d’'un homologue proche AspS de V. cholerae
(PDB : 4FTF) comme modeéle initial (49 % d’identité de séquence). ARP/WARP [210] a ensuite
été utilisé pour reconstruire le modéle a partir de la carte résolue en réduisant les biais du
modele caractéristique du phasage par remplacement moléculaire. Les programmes COOT
[211] et REFMACS [212] ont ensuite été utilisés pour construire et affiner la structure d’EpsS.
Les valeurs de TLS, obtenues a partir du serveur TLSMD [213], ont ensuite été introduites dans
les dernieres étapes d’affinement pour améliorer la qualité du modele [214]. Cette qualité du
modele a été vérifiée au long de I'affinement avec MOLPROBITY [215] et PROCHECK [216].

Toutes les figures d’alignement ont été réalisées avec PYMOL.

[Il.  Résultats:

Peter Howard, de l'université de Saskatchewan, a réalisé différentes constructions
d’EpsS qui ont toutes été exprimées et cristallisées, mais une seule d’entre elles a permis
d’avoir des cristaux de taille suffisante pour étre utilisé au synchrotron ; ce sera donc la seule
construction qui sera mentionnée ici. Il s’agit d’une construction adressée au périplasme de E.

coli et dont la MBP (présente dans la construction) a été retirée durant la purification.

Des premiers cristaux ont été observés aprés criblage de conditions de cristallogenése
avec la plateforme HTX du PSB. J'ai donc tenté d’améliorer manuellement la qualité des
cristaux, en testant différentes conditions. Parmi toutes les combinaisons, plusieurs ont permis
la croissance de cristaux. Cependant, ces cristaux poussaient en bouquets d’aiguilles, une
forme cristalline qui rend difficile la collecte de données de diffraction correctes.
L'optimisation des conditions de cristallisation, en augmentant la concentration d’additif (PEG)
et en diminuant la concentration de sulfate d’'ammonium et de protéine dans les gouttes, a
permis la croissance de cristaux plus grands et plus isolés (Voir Figure 92). Cette forme
cristalline a été bien plus compatible avec I'utilisation d’'une source rayon X synchrotron que

les bouquets d’aiguille.
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FIGURE 92 : Comparatifs des cristaux obtenus aprés optimisation des conditions de cristallogenése. De gauche a
droite : Amélioration de la taille et séparation des cristaux d’EpsS au cours des étapes d’optimisation de
cristallogenese. A gauche : conditions originales reproduites manuellement. A droite : types de cristaux qui ont
permis I'obtention de la structure. (A gauche : 100 mM Tris pH 7,5 ; 2,2 M de sulfate d’ammonium et 3 % de PEG
400 avec EpsS a 7,7 mg/ml. Au centre : 100mM Tris pH 7,5 ; 2,2 M de sulfate d’ammonium et 2% de PEG 400
avec EpsS a 6 mg/ml. A droite : 100mM Tris pH 7,5 ; 2 M de sulfate d’ammonium et 4 % de PEG 400 avec EpsS a
3 mg/ml.)

Finalement, la structure d’EpsS a été obtenue a partir de I'une des plaques cristallines
qui était plus épaisse que les autres et qui a pu étre péchée et a diffracté a une résolution de
1.6 A.

Lors de I'indexation des données avec XDS le groupe d’espace 1222 a été defini pour
nos données, ce qui semble cohérent d’aprés le coefficient de Matthews et la qualité des
données de symétrie. L'absence d’extinctions systématiques a indiqué que le de groupe
d’espace 1212121 n’était pas possible. J'ai coupé la résolution du jeu de données que j'ai traité
a 1.75 A. Avec I'aide de Carlos Contreras-Martel, Arcimboldo a été utilisé pour effectuer le
remplacement moléculaire et aprés reconstruction de la molécule avec le logiciel Arp/Warp,

la structure était résolue.

FIGURE 93 : Présentation de la structure d’EpsS. Les feuillets B sont présentés en rouge et les hélices a en bleu.
N et C correspondent respectivement aux extrémités N-terminale et C-terminale d’EpsS [205].
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Il est intéressant de noter que certaines des densités électroniques ne provenant pas
de la protéine semblaient étre dues a des atomes de sulfates et des molécules de PEG qui
étaient toutes deux présentes dans la condition de cristallisation. EpsS est formé d’un feuillet
B antiparallele a 5 brins qui sont entourés par 4 hélices a. L'ensemble forme une cavité
tapissée de résidus hydrophobes dont I'implication dans I'interaction avec EpsD est fortement

présumée. (Figure 94)

FIGURE 94 Représentation des charges de surface d'EpsS et des résidus hydrophobes présent dans la cavité. Sur
la gauche : Représentation des charges de surface D’EpsS. Les charges négatives sont représentées en rouges,
les charges positives en bleu et les charges neutres en blanc. La fleche indique la localisation de la cavité indiquée
dans le texte. Sur la droite : Structure d’EpsS ou les résidus hydrophobes présent dans la cavité précédente sont
affichés. Il est a noter la présence d’un pont disulfure en C-terminal stabilisant la structure en liant les hélices
précédant et terminant le feuillet B [205].

La comparaison avec la structure par cryo-microscopie électronique du complexe
sécrétine-pilotine de E. coli ETEC nous a alors servi de modele pour modéliser une interaction
entre notre pilotine et notre sécrétine. EpsD était en position fermée, comme on peut le voir
sur la Figure 95 ; il a donc fallu déplacer le domaine-S en position ouverte en le superposant
avec le domaine-S de la sécrétine d’ETEC. Une fois ceci fait, jai superposé a son tour la
structure cristallographique d’EpsS sur la structure résolue par microscopie électronique de la
pilotine d’ETEC (Figure 95A).

Le premier fait notable est qu’il manque la partie supérieure de la pilotine d’ETEC
(composé du B-1) indiquant la flexibilité de cette région ; alors qu’elle est bien résolue chez
EpsS. La cavité étant aussi [égérement plus ouverte chez ETEC, il est possible de penser que la
pilotine est capable d’avoir deux conformations différentes ; une ouverte (liée a la sécrétine)

et une fermée (non liée) (Figure 95B).
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On peut ensuite observer que l'interaction sécrétine-pilotine se fait bien grace a la
cavité d’EpsS et I’'hélice a-12 du domaine-S et serait une interaction principalement
hydrophobe. Chez EpsD, I'interaction se fait grace au résidus I1le639, Ala641 et Phe642 de
I’"hélice al12 qui sont des résidus strictement conservé entre les sécrétines nécessitant une
pilotine pour leur assemblage. Pour les sécrétines de ETEC et EPEC, le résidu lle639 est
remplacé par une Val ce qui reste une mutation conservatrice. Ceci confirme la nécessité du
motif Hyd-X-Ala-Phe (ou Hyd est un résidu hydrophobe) chez les sécrétines a assemblage avec
pilotine (Figure 95C). (Une mutation sur I’Ala641 pour un acide aminé a chaine plus longue
repousserait I’hélice alpha hors de la cavité ; rompant ainsi l'interaction.)
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FIGURE 95 : Représentations des différentes étapes de la superposition des pilotines et sécrétines de E. coli ETEC
et V.vulinificus A : Superposition des structures de cryo-microscopie électronique de GspD en vert et EpsD en
bleu. La fleche indique le déplacement de I’hélice a12 du domaine S d‘EpsS lors de I'alignement. Cette nouvelle
structure est appelée EpsD*. B : Vue des deux pilotines EpsS (V. vulnificus) et AspS (E. coli ETEC) selon le méme
angle. L'absence du feuillet B1 chez AspS est clairement visible. C : Représentation de la surface d’interaction
entre EpsS et I’hélice a12 du domaine S d‘EpsS aprés alignement des différentes structures. Les acides aminés
nécessaires a l'interaction chez notre sécrétine sont indiqués sur la figure.
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V. Conclusions :

Durant cette étude, nous avons pu, dans un premier, déterminer les structures a haute
résolution de deux sécrétines pour les pathogénes V. vulnificus et A. hydrophila par microscopie
électronique. J'ai pu ensuite résoudre la structure de la pilotine de EpsS de V. vulnificus. La
modélisation de I'interaction entre I'hélice a12 de EpsD et EpsS a permis, d’une part, de définir
gue l'interaction entre les deux protéines était hydrophobique. Mais ceci a aussi permis,
d’autre part, de caractériser un motif structural sur I’hélice al2 des sécrétines semblant
indiquer l'interaction de ces sécrétines avec une pilotine, impliquant que les mécanismes
d’assemblage des sécrétines contenant ledit motif structural se feraient en partie grace a une
pilotine.

D’un point de vue personnel, ce projet a tout simplement été capital pour moi. Il m’a
permis de passer enfin des données de diffraction aux rayons X a la résolution d’une structure.
En effet, apres avoir passé beaucoup de temps a essayer de résoudre la structure de TagR sans
résultats ; étre, cette fois, capable d’avoir un jeu de données et de résoudre une structure a

été d’un grand intérét pour moi.

J'ai pu étre autonome depuis la purification de la protéine jusqu’a la résolution de la
structure, en passant par la production des cristaux, la collecte des données de diffraction aux
rayons X et I'analyse des données de diffraction. Ceci, je I'espere, fait de moi un biologiste
structural plus compétent qu’au début de ma thése, capable de résoudre une structure par
cristallographie aux rayons X. Cependant, il ne faut pas oublier I'aide de Carlos Contreras
Martel (groupe Pathogénie Bactérienne) qui m’a guidé a travers toutes les étapes de la

cristallogenese jusqu’au dépo6t de la structure.
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Structure and assembly of pilotin-dependent and -independent
secretins of the Type Il Secretion System [205]:

Howard et al. (2019)
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Abstract

The type Il secretion system (T2SS) is a cell envelope-spanning macromolecular complex
that is prevalent in Gram-negative bacterial species. It serves as the predominant virulence
mechanism of many bacteria including those of the emerging human pathogens Vibrio vulni-
ficus and Aeromonas hydrophila. The system is composed of a core set of highly conserved
proteins that assemble an inner membrane platform, a periplasmic pseudopilus and an
outer membrane complex termed the secretin. Localization and assembly of secretins in the
outer membrane requires recognition of secretin monomers by two different partner sys-
tems: an inner membrane accessory complex or a highly sequence-diverse outer mem-
brane lipoprotein, termed the pilotin. In this study, we addressed the question of differential
secretin assembly mechanisms by using cryo-electron microscopy to determine the struc-
tures of the secretins from A. hydrophila (pilotin-independent ExeD) and V. vulnificus
(pilotin-dependent EpsD). These structures, at approximately 3.5 A resolution, reveal penta-
decameric stoichiometries and C-terminal regions that carry a signature motif in the case of
a pilotin-dependent assembly mechanism. We solved the crystal structure of the V. vulnifi-
cus EpsS pilotin and confirmed the importance of the signature motif for pilotin-dependent
secretin assembly by performing modelling with the C-terminus of EpsD. We also show that
secretin assembly is essential for membrane integrity and toxin secretion in V. vulnificus
and establish that EpsD requires the coordinated activity of both the accessory complex
EpsAB and the pilotin EpsS for full assembly and T2SS function. In contrast, mutation of

the region of the S-domain that is normally the site of pilotin interactions has little effect on
assembly or function of the ExeD secretin. Since secretins are essential outer membrane
channels present in a variety of secretion systems, these results provide a structural and
functional basis for understanding the key assembly steps for different members of this vast
pore-forming family of proteins.
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La partie matériels et méthodes est divisée en deux parties principales. La premiere
traitera de la problématique de comment obtenir une protéine pure a partir d’'un gene. Cette
partie comprend donc les explications concernant toutes les expériences de bio-informatique,
biologie moléculaire et de biochimie qui sont utilisées au long de cette these. La deuxieme
partie explique plus en détails les expériences de biophysique qu’il est possible de faire une
fois I’échantillon purifié. Dans cette partie se trouve le détail, entre autres, des expériences
d’AFM, SEC-MALLS, Cristallographie rayons X et RMN.

Du gene a la protéine purifiée :

l.1. Bio-informatique :

Avant le clonage d’un gene, il convient de vérifier la teneur de la séquence en acides
aminés pour noter la présence de différents motifs importants. Les vérifications les plus
simples se font directement a partir de la séquence en acides aminés et sont faisables a partir
du server en ligne Protparam [217]. La présence de cystéines ainsi que leur nombre doit étre
vérifiée afin d’envisager ou non la possibilité de la présence de ponts disulfures (Intra et/ou
inter moléculaire) afin adapter le protocole de purification en conséquence. Ensuite, dans une
optique de possibles expériences de cristallographie rayons X et si aucun homologue n’est
disponible, il faut vérifier la présence de méthionines. Celles-ci permettront I'incorporation de
méthionines séléniées qui seront utiles pour résoudre la structure de la protéine en question.
Protparam indique aussi le point isoélectrique de la protéine étudiée, donnée utile concernant
la purification (ou il faut chercher a s’en éloigner pour gagner en solubilité) et la cristallisation

des protéines (ou il faut chercher a s’en rapprocher pour diminuer la solubilité).

D’autres observations peuvent étre menées avec des outils de bio-informatiques plus
poussés. De manieére plus spécifique, la présence d’un peptide signal peut aussi étre vérifiée
et enlevée afin d’éviter de possibles agrégations (Vérifié grace a SignalP [218] ou XtalPred

[219] ). La présence de structures secondaires peut étre estimée avec le serveur Jpred4 [220].

La présence d’homologues peut étre vérifiée a partir de la séquence grace a de
nombreux serveurs comme HHpred [221] ou Blast [222]. Les homologues peuvent permettre
de mieux comprendre la fonction de la protéine mais aussi donner des informations

concernant la purification de la protéine.

D’autres serveur comme Phyre? [223], Robetta [224], ou Swiss-model [225], sont
capables de proposer des modeles de la structure de la protéine étudiée en se basant sur la

structure des homologues lorsque celle-ci est disponible. Plus les homologues seront proches
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de la séquence de la protéine soumise au serveur, plus les modeles fournis seront robustes et

crédibles.

Certains serveurs, comme le serveur SERp [226], peuvent aussi prédire les portions de
la séquence en acides aminés qui seraient exposées a la surface de la protéine. Certains des
acides aminés de surface peuvent étre flexibles et dynamiques (tels que la lysine ou I’arginine)
et augmentent alors localement I’entropie, ce qui peut étre délétere a la cristallogenése de la
protéine. Le serveur indique donc les différents résidus flexibles prédits comme étant a la
surface pouvant étre mutés pour réduire cette entropie locale, augmentant ainsi les chances

de cristallisation.

|.2. Biologie moléculaire :

Toutes les expériences de biologie moléculaire ont été faites en respectant les
protocoles commerciaux fournis avec les enzymes utilisés. Les principales techniques utilisé

sont le clonage classique avec enzyme de restriction puis le clonage In-Fusion.

Les plasmides utilisés ont été fournis par la plateforme Cell-free du PSB avec la

courtoisie de Lionnel Imbert ou étaient déja présent dans le stock de I’équipe PATBAC.

Concernant le projet TagR, le géne codant pour la protéine a été amplifié a partir du
génome de PAO1 par PCR. Le géne de TagR a ensuite été inséré dans un plasmide pMAL-p2x
permettant I'expression d’un peptide signal, d’'une étiquette 6 histidines, d’'une MBP (pour
Maltose Binding Protein), d’un site de clivage a la thrombine et finalement d’un site de clonage
multiple. La séquence de TagR a été introduite dans ce site et la séquence du peptide signal
de TagR a été enlevé (un peptide signal étant déja présent en amont de la séquence). Le site
de clivage Thrombine a aussi été remplacé pour un site de clivage a la protease TEV. Ce méme
plasmide a ensuite été muté a trois reprises pour obtenir trois constructions différentes a

partir la construction originale.
Concernant ExIA, les clones ExIACter, ExIA-FL et ExIA-ACter étaient déja présents lors
de mon arrivée. Ces clones ont été obtenus depuis I'opéron natif ExXIAB de CLJ1 puis optimisés

pour I'expression en E.coli. lls ont ensuite été clonés dans des vecteur pET-28.

Les plasmides pIVEX-24 et pIVEX-23 ont été fournis par la plateforme Cell-Free du PSB.

Ces plasmides ont été spécialement construits pour améliorer I’expression de protéines en
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milieu cell-free [227] [228]. La séquence d’ExIA-FL a aussi été insérée dans les deux plasmides
pIVEX.
La validité des plasmides a été vérifiée par séquencage sanger avec la société GATC puis

Eurofins Genomics.

|.3. Biochimie concernant I’expression des protéines :

La plupart des techniques de biophysiques nécessitent un échantillon protéique pur
et concentré. L’étape de purification est donc cruciale pour permettre la collecte de données
correctes avec les techniques de biophysique. Cette purification se fait donc selon le critére
de pureté et de quantité. Le choix et la qualité des techniques de purification utilisées

dépendra de leur impact sur ces deux variables.

[.3.1.Tests d’expression et expression des protéines étudiées :

Les différentes souches sont cultivées un premier temps en pré-culture, 4 ml de milieu
LB ou TB incubés a 37 °C, sous agitation a 200 RPM sur la nuit, puis en culture de 40 ml (LB ou
TB) ensemencées au quarantieme a partir de la pré-culture. Les cultures sont incubées a 37
°C a 200 RPM jusqu’a une densité optique (OD) a 600 nm d’environ 0,6~0,8. A cette ODso |3,
I'expression de la protéine est induite avec de I'IPTG ou de l'arabinose, en fonction de
I'inducteur du plasmide d’expression. Les 40 ml de milieu de culture sont alors divisés pour
gue le méme volume de culture soit incubé dans différents incubateurs préalablement
équilibrés a différentes températures. Les températures d’expression de 16 °C, 25 °C et 37 °C

seront testées.

Un échantillon de culture est prélevé avant induction et I’OD est noté. Aprés induction,
des échantillons sont prélevés aprés 2 h, 4 h et 6 h d’induction ainsi qu’au lendemain. A chaque
échantillon prélevé, 'ODeoo de la culture est noté. Ceci permettra de normaliser la quantité
d’échantillon de culture a déposer sur SDS-PAGE afin de comparer la quantité de protéine
produite dans chacune des conditions. La meilleure condition de temps et de température
d’expression ainsi que de milieu d’induction sera alors définie. Pour les protéines étudiées,

ces conditions sont présentées ci-dessous.
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Protéine Température d’expression ODgy d’induction
25°C

MBP-TagR* Sur la nuit 0,6~0,8
MBP-TagQ 25°C Sur la nuit 0,6~0,8
37°C 2 heures ~1
22°C Sur la nuit X
37°C 1 heure ~1,2
ExIA-FL 22°C Sur la nuit X
25°C Sur la nuit 0,6 ~0,8
22°C Sur la nuit X

FIGURE 96 : Tableau récapitulant les conditions d’expressions des différentes protéines étudiées ici. L’astérisque
indique que I'expression des mutants issus de la protéine en question suit le méme protocole.

[.3.2.Lyse des cellules aprés expression :

La majorité des protéines étudiées dans cette thése sont solubles, le protocole expliqué

ici est donc valable pour les protéines solubles, il differera pour les protéines membranaires.

Apreés le test d’expression, il est convenu du temps de récolte des cellules approprié
apres induction. Au temps prévu, les cultures sont donc récupérées et centrifugées dans des
pots de 1 L a 9000 g pendant 20 min a 4 °C pour culoter les bactéries et les séparer de leur
milieu de culture. Les cellules sont alors reprises dans du tampon de lyse supplémenté par des
anti-protéases leupeptine, pepstatine et aprotinine ou de Complete (EDTA-free) en fonction

de la sensibilité aux protéases des protéines étudiées.

De la Dnase |, ainsi que 10 mM de MgClz (pour potentialiser I'effet de la DNase) sont
ajoutés a I’échantillon qui est alors prét a étre lysé. La lyse se fait par cell-disruptor en passant
I’échantillon 4 fois a 18 K PSI.

Le lysat est récupéré et centrifugé a 39000 g pendant 45 min a 4°C. Le surnageant est

récupéré et prét a étre chargé sur colonne. Des échantillons du lysat, surnageant et culot sont

prélevés afin de vérifier si la protéine est soluble.
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[.3.3. Expression pour marquage sélénométhionine :

Lors de la production de protéines marquées par des sélénométhionines, le protocole
de production change pour une production en milieu minimum supplémenté. Tous les milieux
contiendront I'antibiotique associé a la résistance du plasmide utilisé pour I'expression de la

protéine d’intérét.

Le protocole débute avec une pré-culture dans du milieu LB des cellules exprimant le
geéne d’intérét a 37 °C, agité a 200 RPM durant la nuit. La pré-culture est ensuite centrifugée
10 min a 2000 RPM a 4°C et les cellules alors rassemblées dans le culot sont reprises avec du
milieu M9. Le milieu est constitué pour 1 L de 750 ml d’eau stérile, de 200 ml de M9 5X, de 2
ml de MgS04 a 1 M, de 20 ml de glucose 20 %, de 0,1 ml de CaCl, 1 M et de thymine a 200
mg/L. Le M9 5X est composé pour un litre de 42 g de Na;HP04.2H,0, de 15 g de KH,PO4 de 2.5
g de NaCl et de 5 g de NH4Cl. Les cellules ainsi reprises sont centrifugées comme
précédemment et reprises a nouveaux avec du milieu M9, pour éliminer toutes traces de LB.
Les cellules sont conservées a 4 °C avant d’étre utilisées pour lancer une autre pré-culture dans
du M9 sur la nuit, a 37 °C, agité a 200 RPM. Le lendemain, du milieu M9 est ensemencé au
40°™me avec la pré-culture de la veille et est laissé incubé a 37 °C 200RPM. L’induction se fait a
ODeoonm = 0,6 avec de I'lPTG a concentration finale 1 mM. 30 minutes avant induction, le milieu
est supplémenté avec les acides aminés Lys, Phe, Thr a 100 mg/ml ; les acides amidés Iso, Leu,
Val a 50 mg/ml et finalement la sélénométhionine a 60 mg/ml. Aprés une nuit d’incubation,
les cellules sont récoltées et lysées comme indiqué dans le chapitre sur la lyse. Les tampons
seront supplémentés avec 5 mM de B-mercaptoéthanol pour éviter I'oxydation des

sélénométhionines.

[.3.4.Expression de protéines avec la technique Cell-free

L’expression de protéines in vitro ou Cell-Free est un systeme d’expression qui permet
I’expression de protéines en systeme acellulaire. Il est couramment utilisé en RMN puisqu’il
permet le marquage spécifique d’acides aminés avec des isotopes '°N, 3C ou encore deutérés
a moindre colt qu’en culture bactérienne classique. Ce systéme est aussi trés utile pour
I'expression de protéines membranaires, car la production peut se faire directement en
micelles de détergents ou en liposomes ce qui évite les étapes d’extraction membranaires
depuis la bactérie et simplifie les étapes de purification. La protéine ExIACter obtenue par
expression cell-free est entiére et stable contrairement a celle obtenue par expression
bactérienne.

Cette technique utilise la machinerie bactérienne de transcription et de traduction sous

la forme d’un extrait bactérien appelé S30. Pour son fonctionnement correct, la réaction est

149



supplémentée par de nombreux additifs. La dégradation des ressources utilisées par la
synthése protéique est aussi prise en compte. Des enzymes permettant les réactions en charge
du réapprovisionnement en réactifs sont aussi inclues dans le Cell-free notamment la
régénération de I'énergie consommée. Ceci a permis la différenciation entre deux types
d’expression in vitro. La premiére, le batch, ol toutes les enzymes et réactifs sont mélangés
ensembles simplement. La deuxiéme, en dialyse, comprend un milieu réactionnel équivalent
au milieu en batch. Cependant ce milieu est entouré d’un milieu « nutritif » qui contient des
réactifs supplémentaires de faible poids moléculaires qui vont transiter par dialyse jusqu’au
milieu réactionnel afin de conserver une concentration constante au cours de la réaction. Ceci
permet d’approvisionner le milieu réactionnel avec plus de réactifs qu’en batch mais permet
aussi de diluer la concentration de sous-produits inhibiteur de la synthése, induisant une

expression plus longue et plus efficace qu’en batch.

ATP regeneration system

_________________________
creatine kinase )

Creatine phosphate / Creatine

s

1 1
1 1
P 1 !
\ ADP I
(N ST AN S .
NTP’s — . NMP’s or NDP’s
nucleoside diphosphate kinase
nucleoside monophosphate kinases A

Ribosome mANA degradation

New polypeptide
T7 RNA polymerase
Translation

Cofactors
Detergents
dsDNA Chaperonins
Interaction partners
Transcription

Translation factors nucleoside diphosphate kinase GDP

GTP

aa-tRNA synthetases tRNA / \
ADP ATP

PP. AMP ATP  aa

U O ATP regeneration system

ATP regeneration system

tRNA-aa

FIGURE 97 : Schéma récapitulant les réactions impliquées dans la synthése de protéine « cell-free ». Avec la
courtoisie de Lionel Imbert. Tiré de Pedersen. 2011.

Il est toutefois a noter qu’une production plus importante peut géner la solubilisation
des protéines exprimées entrainant ainsi leur agrégation. Le batch redevient alors préférable

méme si les quantités exprimées sont en général moindres. Ici, la méthode utilisée sera la

150



dialyse car il n’y aura pas de probléme forgant "utilisation de I’expression en batch. Le tableau

des réactifs est présenté ci-dessous.

La premiere étape consiste a former le mélange d’acides aminés en rassemblant les
acides aminés solubles a différents pH dans une seule solution appelée AAmix. Ils seront
évidemment les bases de la production de la protéine.

Une deuxiéme solution, composée de solutés de faible poids moléculaires, est appelée
10XMix . Elle est formée par addition de nucléotides triphosphates servant a produire I’ARNm
a partir de ’ADN plasmidique injecté dans la réaction. Ensuite de I"HEPES est ajouté pour
tamponner la réaction a pH 7,5, pH optimum pour les réactions enzymatiques du cell-free. De
I'acide folinique ainsi que de I’AMPc sont insérés pour améliorer l'initiation de la traduction.
Le DTT ajouté a la suite empéche la formation de pont disulfures qui peuvent inactiver
certaines réactions et est nécessaire pour I’étape de transcription. La spermidine, le NH4OAC

et le KGlutamate ajoutés améliorent la production en mimant la viscosité du milieu cellulaire.

Ensuite, la préparation du mélange « réservoir » (feeding mix) qui sera a I’extérieur de
la dialyse, commence par 'addition des mélanges précédents plus de la créatine phosphate
qui servira a régénérer les nucléotides triphosphates. Le magnésium acétate est utilisé comme
cofacteur des réactions de synthése de nucléotides triphosphates et de la transcription. Le
mélange « réservoir » est alors dilué avec de I'’eau sans RNAse puis le pH est vérifié et ajusté a
pH 7,5.

Le mélange final est le mélange réactionnel, qui sera a I'intérieur du boudin de dialyse
(GEBAFLEX) et qui sera identique au mélange « réservoir » mais supplémenté avec les enzymes
et cofacteurs nécessaires a la synthese protéique. Parmi ces enzymes et cofacteurs se trouvent
des tRNAs qui permettent la disponibilité et la formation séquence dépendante de la protéine.
Les acides aminés sont chargés sur les tRNA par les amino-acides-tRNA synthétase spécifiques
contenue dans I'extrait S30. La créatine kinase ajoutée ensuite est I’enzyme permettant la
régénération des nucléotides triphosphates a partir de la créatine phosphate. La T7 RNA
polymérase de phage T7 recombinante produit 'TARNm. L’extrait S30 est du cytoplasme
bactérien dilué contenant les restes des enzymes, réactifs et cofacteurs bactériens nécessaires
a la réaction de synthése. Finalement, ’ADN d’intérét est ajouté sous forme de plasmide pour

permettre la production de protéine cible, ceci lance le début de la réaction.

Toute la réaction est réalisée en condition « RNAses free » ce qui implique un controle
strict de I'absence de RNAses dans les réactifs utilisés ainsi que dans I’eau, les plastiques et la

verrerie. Les RNAses sont présentes naturellement dans I’environnement et font partie
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intégrante du systeme de défense antibactérien. Leur présence dans le systeme « cell-free »
entrainerait la dégradation de I’ARNm porteur de l'information génétique codant pour la

protéine cible, ce qui en réduirait drastiquement la synthese.

Mix Acides Aminés (uh

50 mM AA solubles dans 'eau (15 mM) (A, G,

H,K,P,R,S,V,T) 247,5

50 mM AA solubles dans I'HCI (15 mM) (C,

D,E,L,M,N,Q,W,Y) 247,5

50 mM AA solubles dans le KOH (15 mM) (I,F) 247,5

milliQ (stérile) 82,5

TOTAL 825

Mix 10X ()

100 mM rCTP (0.8 mM) 96,00

100 mM rGTP (0.8 mM) 96,00

100 mM rUTP (0.8 mM) 96,00

2.0 M HEPES (55 mM) 330,00

100 mM ATP (1.2 mM) 144,00

10 mM Acide Folinique (68 uM) 81,60

100 mM AMP cyclique (0.64 mM) 76,80

1 MDTT (3.4 mM) 40,80

Spermidine 1M (2 mM) 24,00

9.2 M NH40Ac (27.5 mM) 35,87

milliQ (sterile) 178,93

TOTAL 1200

Master Mix Réac'\t/'if)'r?:ge(MR) Mélange Nourricier
) (MN) ()

Mix 10X 105,00 1050,00

1M Creatine phosphate (80 mM) 84,00 840,00

Mix Acides Aminés a 15 mM chacun (1 mM)* 70,00 700,00

4 M KGlu (208 mM) 54,60 546,00

1.07 M Mg(OAc)2 10,21 157,01

17.5 mg/ml tRNA (0.175 mg/ml) 10,50 0,00

10 mg/ml Creatine kinase (250 ug/ml) 26,25 0,00

T7 RNA polymerase (1/100e) 10,50 0,00

TOTAL 371,06 3293,01

TABLEAU 2 : Exemple des quantités et concentrations de réactifs nécessaires pour préparer une réaction « cell-
free ».
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|.4. Biochimie concernant la purification des protéines d’intérét :

La premiere étape de purification consiste généralement en une étape de purification
par colonne d’affinité. Pour ce faire, un tag d’affinité spécifique doit étre inséré par biologie
moléculaire dans la séquence de notre construction afin de pouvoir la dissocier

spécifiguement des autres molécules présentes dans le milieu d’expression.

|.4.1. Purification par colonne d’affinité au Nickel :

Les colonnes de purification par affinité avec un métal ou (IMAC pour Immobilized
Metal Afinity Column) sont des colonnes qui permettent de purifier les protéines grace a leur
affinité avec un certain métal particulier. Ce métal sera fixé sur la résine de la colonne ce qui
permettra la rétention de la protéine d’intérét sur la colonne.

Il arrive que certaines protéines aient une affinité naturelle pour certains types de
métaux communément trouvés en biologie. Mais dans la majorité des cas, I’affinité de la
molécule d’intérét n’est pas assez spécifique avec les métaux pour permettre sa purification
par ce systeme. Il est donc assez courant d’insérer dans la construction d’expression, un tag
contenant 6 a 10 histidines en amont ou en aval de la séquence de notre protéine. Ces

histidines se fixeront de maniere spécifique sur les atomes de Nickel fixés sur la colonne.

L'interaction met en jeu deux histidines protonées qui se lieront a 2 des 6 sites de
coordinations disponible du Nickel. Le Nickel est immobilisé sur la colonne par liens de 4 de
ses 6 sites de coordination avec du NTA (un chélateur), lui-méme lié a des billes d’agarose qui

constituent la matrice de la colonne.

Dans la plupart des projets présentés ici, la purification sur colonne de nickel se fait en
chambre froide avec chargement de I’échantillon sur la colonne avec une pompe péristaltique.
Le tampon permettant le chargement de I’échantillon et sa fixation est un tampon de pH
supérieur a 6 et contenant au moins 25 mM d’imidazole pour diminuer les interactions non
spécifiques de I’échantillon avec la colonne. Aprés que I’échantillon soit passé entierement sur
la colonne, celle-ci est déplacée sur un systeme FPLC pour pouvoir enregistrer un
chromatogramme d’élution. La colonne est lavée une premiére fois avec du tampon de
chargement puis avec un gradient d’imidazole. Une premiere fois pour éliminer les

contaminants et ensuite pour éluer la protéine d’intérét.

Les différents tampons dans lesquels les protéines de cette étude ont été purifiées par

colonne d’affinité au Nickel sont présentés ici.
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MBP-TagR* 50 mM Tris pH 8,0 ; 200 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM Tris pH 8,0 ; 200 mM NaCl ; 300 mM imidazole

MBP-TagQ 50 mM Tris pH 8,0 ; 200 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM Tris pH 8,0 ; 200 mM NaCl ; 300 mM imidazole
_ 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole
_ 50 mM HEPES pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM HEPES pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole
_ 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole
50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole
_ 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole
_ 50 mM HEPES pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 25 mM imidazole 50 mM HEPES pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 300 mM imidazole

FIGURE 98 : Tableau représentant les tampons utilisés pour purifier les différentes protéines étudiées sur colonne
d’affinité au Nickel. La présence de I'astérisque indique que les mémes tampons ont été utilisés pour la protéine
ainsi que ses mutants. Pour ExIB, du détergent OG 1% ou du DDM 0.08% sont ajoutés.

1.4.2. Dialyse et digestion a la protease TEV :

Pour la construction MBP-TagR, il est nécessaire de séparer TagR de la MBP lors de la
purification. Cette séparation se fait par protéolyse avec la protéase TEV. Cependant la TEV
est sensible a I'imidazole, une étape de dialyse est alors nécessaire apres élution de MBP-TagR
de colonne de Nickel. Les fractions contenant MBP-TagR sont rassemblées et placées dans un
boudin de dialyse 13 000 MWCO. Ce boudin est placé dans 1 L de tampon 50 mM Tris a pH 8
et 200 mM NaCl. La dialyse se fait sur la nuit en chambre froide a 4 °C. La protéine MBP-TagR
est récupérée du boudin pour étre digérée avec la TEV. Les conditions ont été mises au point
pour la premiére digestion comme pour un test de protéolyse ménagée. Aprés mise au point
du protocole, il est possible de définir que TagR est séparée de la MBP par clivage a la TEV en

3 h a température ambiante avec un ratio 1/30 TEV : MBP-TagR.

[.4.3. Purification par colonne d’exclusion stérique :

Cette colonne est constituée de billes d’agarose poreuses de tailles définies. Les pores
des billes vont laisser passer les molécules suffisamment petites pour y entrer a I'intérieur et
exclure les molécules plus larges. Les molécules les plus larges se retrouvent donc a traverser
la colonne sans pouvoir rentrer dans les billes desquelles elles sont exclues, diminuant la
guantité de solvant accessible a ces molécules. En revanche, les petites molécules en étant
capables de pénétrer a l'intérieur des billes, accédent a plus de volume de solvant. Les
molécules a plus fort poids moléculaire sont donc éluées en premieres et sont suivies petit a

petit par des molécules plus petites, permettant ainsi leur séparation en fonction de leur taille.
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La gamme de taille des molécules séparées dépend du maillage des billes. Il convient
donc de prendre une colonne qui contient des billes adaptées a I'objet d’étude en question.
Dans les travaux présentés, une S200 10/300 GL sera utilisée car elle permet une séparation
de molécules globulaires de 10 kDa a 600 kDa. Toutes les protéines étudiées dans cette these

sont dans cette gamme de masse moléculaire.

Les tampons utilisés pour éluer les différentes protéines avec cette technique sont
présentés ici.

Nom . Tampon SEC
de la construction

MBP-TagR 50 mM Tris pH 8 ; 175 mM NaCl

MBP-TagQ 50 mM Tris pH 8 ; 175 mM NaCl
50 mM Tri sodium citrate pH 4,0 ; 300 mM NacCl
50 mM Tri sodium citrate pH 4,0 ; 300 mM NacCl

50 mM Tris pH 8 ; 300 mM NaCl

FIGURE 99 : Tableau récapitulant les différents tampons utilisés pour purifier les protéines indiquées par colonne
d’exclusion stérique.

Expériences biophysiques et caractérisation de I"échantillon :

II.1.Création des liposomes :

Les lipides sont tous obtenus auprés du fournisseur Avanti polar lipids. Ils sont
conservés dans du chloroforme a -20°C et passés sous flux d’azote avant d’étre stockés et
scellés dans un tube en verre. Lors de la préparation des liposomes, la quantité nécessaire de
lipides est prélevée dans chaque stock et mélangée dans un tube a essai en verre
préalablement nettoyé au chloroforme (pour éviter toute contamination). Le chloroforme du
mélange de lipides est alors évaporé sous flux d’azote afin de créer un biofilm lipidique. Ce
biofilm sera ensuite repris a la pipette dans le tampon d’intérét. L’échantillon contenant les
lipides sera alors soit soniqué au bain soniquant pendant 2 fois 3 minutes pour obtenir des
SUV (Small Unilamelar Vesicle) ou alors extrudé avec un mini extruder (de chez Avanti Polar
Lipids) d’abord a travers un filtre 0,4 um et ensuite un filtre 0,1 um pour obtenir des LUV (Large
Unilamelar Vesicle) de taille précise (21 passages pour chaque). La qualité et ’homogénéité

des liposomes est ensuite contrélée par DLS.
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Le tampon choisi pour reprendre les lipides sera dépendant des expériences pour
lesquelsils seront utilisés. Pour I’expression cell-free, ils seront repris dans de I’eau purifiée de
toute RNAses afin de ne pas interférer avec | efficacité du systeme. Pour I’AFM, ils seront repris
dans le tampon ExIACter (50 mM Tri-sodium citrate pH 4,0, 300 mM NaCl) supplémenté de 5
mM de CaCl2 afin de faciliter I’éclatement des liposomes et I’étalement des lipides sur le MICA.
Ensuite, pour toute expérience avec ExIA, ils seront repris dans le tampon final de purification

de la protéine associé.
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FIGURE 100 : (Adapté de [229] et de posters Avanti Polar Lipids). A partir de la reprise d’un film lipidique en
solution, il est possible d’obtenir des liposomes de tailles différentes. La sonication permet la formation de Small
Unilamellar Vesicles (SUV) alors que I'extrusion entraine la formation de Large Unilamellar Vesicles (LUV). Un
extrudeur est présenté en bas a gauche. Le passage des lipides d’une seringue a l'autre a travers un filtre permet
de produire des liposomes LUV de taille homogene. Cette taille est variable en fonction du filtre choisi. En bas a
droite, vue détaillée de I'extrudeur et de la position du filtre dans I’'assemblage.
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II.2.Expérience de flottaison des liposomes sur gradient de sucrose :

Une solution stock de 90% de sucrose est utilisée pour préparer les différentes couches
de gradient en étant mixées avec du tampon de purification. Pour cette expérience, des LUV
d’une taille de 0,1 um ont été utilisés. Des échantillons de 500 ul ont été préparés en
mélangeant 300 pl de liposomes a 4 mg/ml a 50 pl de ExIACter a 2 mg/ml (le tout
complémenté par 150 pl de tampon de purification afin d’atteindre le volume de 500 pl). Les
échantillons ainsi mélangés sont incubés 2 h a température ambiante puis mélangés avec 500
ul de sucrose 90% (donnant 1 ml a 45 % de sucrose final). Cet échantillon est déposé au fond
d’un tube a ultracentrifugation de 5 ml, et un gradient composé de couches a 35 %, 25 % et
10 % de sucrose est déposé au-dessus délicatement afin d’éviter le mélange du gradient. Une
derniére couche est composée de tampon de purification uniquement. Ces échantillons sont
ensuite centrifugés a 191 000 g pendant 16 heures a 4 °C. Une fois la centrifugation terminée,
des fractions de 500 ul sont récupérés délicatement et analysés par SDS-PAGE pour vérifier la
migration de la protéine. Les fractions contenant les liposomes sont détectables par la
présence d’une bande blanche formée par les lipides en question. La flottabilité de la protéine
est différente de celle des liposomes, ces deux espéces seront donc séparées par la

centrifugation s’ils n’interagissent pas.

II.3.Résonance magnétique nucléaire :

Les expériences de RMN ont été réalisé sur la plateforme RMN du PSB avec l'aide
d’Adrien Favier. Elles ont été enregistrées sur des spectromeétre Brucker de 600 Mhz et 950
Mhz. Les spectres 1 D sont enregistrés a 25 °C en utilisant un échantillon a 0,1 uM dans un
tampon 50 mM tri-Sodium Citrate a pH 4,0 et 300 mM NaCl ou un tampon 50 mM HEPES a pH
7,5 et 300 mM NaCl. L'expérience HETSOFAST et les valeurs ANOE ont été calculés comme
indiqué dans [141].
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Il.4.Microscopie de Force Atomique :

La microscopie de force atomique (AFM pour
Phetodiode
presnepman—— UAOS,
| Deflection
setpoint

Laser

: Atomic Force Microscopy) est une technique qui
J  cantiiever permet d’'imager la surface d’un échantillon [230]. Cet
échantillon est déposé sur du mica (le mica est une

surface capable d’étre extrémement plane) supportée

Prissaneci par un moteur piézo-électrique. Un cantilever
gwctronics | §=————1 X-Yscan

o control disposant d’une fine aiguille est situé au-dessus de

Plaks I’échantillon a imager. Ce cantilever est capable de

Z control renvoyer la lumiere d’un laser pointé sur lui vers une
% : photodiode. La position du faisceau laser sur la
FIGURE 101 : (Tiré de [230]) Schéma des photodiode va étre reliée au moteur piezo. Ainsi,
parties et du fonctionnement de PAFM. lorsque le moteur piezo approchera I’échantillon du
bout de I'aiguille, le cantilever se relévera, ce qui induira un déplacement du faisceau laser sur
la photodiode. Le moteur piezo réagira alors et compensera le mouvement. Ces informations
sont enregistrées et permettent d’obtenir une information trés précise sur la surface de

I’échantillon [231].

Les expériences d’AFM sont réalisées sur la plateforme du PSB avec |'aide de Jean-Luc
Pellequer et Jean-Marie Teulon. Les interactions entre ExIACter et les bicouches lipidiques
supportées ont été imagées en conditions liquide sur un Multimode 8, Nanoscope V (Brucker)
équipé avec le logiciel Nanoscope (Bruker). Une goutte de 40 uL de liposomes a 0,1 mg/mL
dans du tampon 50 mM Tri-sodium Citrate a pH 4,0 et 300 mM NaCl est déposé sur un support
de mica. Cette préparation est incubée 2 h a température ambiante ou toute la nuit en
chambre humide. Les liposomes en excés ou non organisés en membrane supportée sont
éliminés par 3 rincages de cette préparation par du tampon (40 pyL de tampon sont ajoutés
puis retirés, cela 3 fois). Une derniere goutte de 40 pL de tampon est ajoutée sur les
membranes supportées qui sont ensuite imagées. La fusion correcte des liposomes est
observée lorsque de larges bicouches membranaires supportées et ininterrompues sont
imagées. La protéine est alors injectée sur ces membranes et des images de son activité sont

enregistrées au cours du temps.
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II.5.Spectrométrie de masse :

La spectrométrie de masse a été réalisée sur la plateforme disponible au PSB avec Luca
Signor. Les échantillons sont ionisés et séparés en fonction de leur masse et de leurs charges.

Ce qui permettra d’identifier les masses exactes des molécules de I’échantillon.

I1.6. Thermal Shift Assay, (TSA) :

Lors d’'une expérience de TSA, I’échantillon protéique est mélangé avec une sonde
fluorescente dont I’émission de lumiere variera en fonction de sa liaison avec des molécules
hydrophobes. Ce mélange subit ensuite une augmentation graduelle de température jusqu’a
100°C. L'augmentation de température va déplier la protéine et exposer ses régions
hydrophobes, sur lesquelles viendront se fixer les sondes fluorescentes. La fixation des sondes
va entrainer une augmentation de fluorescence qui sera détectable et mesurable et qui
indiquera la température a laquelle la protéine s’est dépliée. En fin d’expérience,
I'augmentation de température va entrainer une agrégation des protéines et un déplacement
des sondes des protéines vers le solvant ce qui va entrainer une diminution de la fluorescence.
Cette technique permet de connaitre la température a laquelle une protéine se déplie en
donnant la valeur (TM). En combinant ceci a un criblage de différents tampons ainsi qu’a
I'addition de différents additifs, il est possible d’obtenir différents TM pour la méme protéine.
Ceci indique alors des différences de température de dépliements en fonction des conditions
de I’échantillon. Le déploiement d’une protéine étant liée a la perte de stabilité de la structure
tridimensionnelle, la variation du TM sert d’indicateur de la stabilité de la protéine étudiée

dans les conditions données.
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FIGURE 103 : Grace a la fixation d’une sonde fluorescente sur les régions hydrophobe d’une protéine en
dépliement, le TSA permet de définir une température a laquelle la protéine d’intérét se déplie. Cette
température est directement corrélée aux conditions dans lesquels la protéine est au moment de I’expérience.

La sonde utilisée est du CYPRO orange, le stock commercial est vendu 5000X dans du
DMSO. La sonde n’étant pas stable dans I’eau, elle est préparée au moment de I'expérience et
est diluée dans I’eau 50 fois (100X). Le volume d’échantillon final est de 25 uL ; parmi ces 25ul,
2ul sont apporté par I'ajout de la sonde 100X (elle sera donc utilisée a 8X). Jusqu’a 3 pl
maximum sont apportés par la protéine dont la concentration nécessaire pour obtenir un
spectre correct durant I’expérience sera étalonné lors de la premiere expérience de TSA. Pour
TagR, cette concentration est de 0,5 mg/ml. Il reste donc 20 pl qui seront apportés par le
tampon et additif qui seront testés lors de I’expérience. Ce qui, en volume, dépasse largement
la quantité de tampon apporté par la protéine et change donc les propriétés physicochimiques

de I’échantillon.

II.7.Protéolyse ménagée :

La protéolyse ménagée a été utilisée sur TagR pour tenter d’isoler un domaine stable
pouvant cristalliser différemment et nous donner de meilleures données cristallographiques.
Plusieurs protéases sont disponibles au laboratoire et ont été utilisée en fonction de leur pH
optimal d’activité. Les protéases ont été utilisé a un ratio massique, considérant que TagR est
approximativement deux fois plus lourde que les protéases, le ratio molaire entre les deux
éléments est facilement calculable. Concernant TagR, les protéases utilisées furent la

chymotrypsine, la trypsine et la thermolysine. La concentration finale de TagR dans
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I’échantillon digéré est de 1 mg/ml. Des aliquotes de la réaction sont prélevés a des temps
définis entre 1 h et 24 h de réaction et sont comparés a un aliquote de I’échantillon non digéré.
Les conditions optimales sont obtenues a un ratio 1/500 trypsine : TagR incubé a température
ambiante pendant 18 h.

De la méme maniere, la protéolyse ménagée a aussi été utilisée pour ExIACter afin de
vérifier I'insertion de la protéine dans les liposomes. La pepsine a été utilisée car elle reste

active a pH 4,0, pH dans lequel est ExIACter au moment de la réaction.

11.8.SEC-MALLS :

Le SEC-MALLS ou Size Exclusion Chromatography Multi-Angle Laser Light Scattering est
disponible a la plateforme biophysique de I'ISBG. Il est possible de mesurer les données du
MALLS, de I'absorbance UV et de I'indice de réfraction des solutions en sortie de colonne SEC
ce qui permet de calculer le poids moléculaire des espéeces en solution [144].

Pour aller plus en détails, cette technique permet de calculer la proportion de lumiere
diffusée par le MALLS. Or la quantité de lumiére diffusée par une solution dépend directement
du poids moléculaire et de la concentration de ses composants. L’indice de réfraction est aussi
mesuré et va permettre de déterminer la concentration exacte de I’échantillon. Le calcul du
poids moléculaire de I’échantillon en solution va ensuite pouvoir étre mesuré a partir de cette
concentration.

Cette technique permet ainsi de définir précisément les poids moléculaires des espéces
présentes ainsi que leur homogénéité, ce qui donne des indices concernant la présence de
complexes.

Sur la plateforme, les expériences ont été menées avec une colonne S200 10/300 GL
préalablement équilibrée soit dans 50 mM de Tri-sodium citrate a pH 4,0 et 300 mM NaCl ou
dans 25 mM HEPES a pH 7,5 et 300 mM NaCl pour ExIACter. Ou équilibré dans un tampon 50
mM TRIS a pH 8,0 et 200 mM NaCl pour TagQ-TagR.

11.9.Phase lipidique cubique (LCP) :

Le principe de la LCP se base sur des lipides particuliers qui ont une surface polaire de
taille bien moins importante que leur surface hydrophobe. lls ont ainsi tendance a s’assembler
en formant des structures a incurvation négative, a I'opposé des liposomes et micelles qui ont

une incurvation positive.[232]
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FIGURE 102 : Adapté de [232]. Différentes structures induites par les plusieurs types de molécules amphiphiles.
Les régions hydrophiles sont présentées en bleu et les régions hydrophobes en jaunes. Les molécules amphiphiles
ce différencient par la surface occupée par les régions hydrophobes comparée a la surface occupée par les
régions hydrophiles. Lorsque les régions hydrophiles sont plus importantes que les régions hydrophobes (type 1)
le volume occupé par la molécule est celui d’'un cone inversé, les molécules s’assembles donc en micelles. On
retrouve dans ce cas les détergents par exemple. Ensuite, lorsque les régions hydrophiles et hydrophobes sont
de volume similaire, la surface générale de la molécule est cylindrique ce qui lui permet de former des couches
lamellaires (type 0). Le lipide biologique PC en est un exemple. Le dernier type de molécules a une surface
hydrophobe plus importante que la surface hydrophile. La surface de la molécule peut étre associée a un cone
et les molécules vont s’associer en formant des structures de micelles inversée (type 2). La monooleine en est un
exemple.

Ces lipides s’assemblent donc en structure particuliére qu’il est possible de modifier en
changeant le ratio lipide/solvant ou la température. Ces structures sont particulierement
intéressantes dans le cas ol I'on cherche a cristalliser des protéines membranaires. En effet,
la structure lipidique de la LCP sert de support de cristallisation aux protéines d’intérét en

focalisant leur diffusion dans le plan de la phase lipidique.

Les tests de cristallisation en phase lipidiques ont été réalisés avec l'aide de la
plateforme HTX. La monooleine utilisée est incubée 30 minutes a 42 °C avant d’étre utilisée.
La protéine et la monooleine sont ensuite mélangées a un ratio 60 % monooleine / 40 %
protéine jusqu’a l'obtention d’une phase homogene. La température tout au long de
I’expérience est controlée pour rester au plus proche de 20°C afin de rester en phase cubique.
ExIA Cter a été utilisée a une concentration de variant de 9 mg/ml a 6 mg/ml et a pu donner
qguelques cristaux. Il est intéressant de noter que ces cristaux étaient dans des conditions ou
la LCP devenait sponge phase, une phase lipidiques similaire a la LCP mais avec des canaux de
solvants plus larges (d( ici a I'ajout de PEG 400)[165].
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FIGURE 103 : Adapté de ([233]). Diagramme de phase pour la monooleine. Lc est une phase lamellaire
cristalline. La est une phase lamellaire cristalline liquide. Fl est une phase fluide isotropique. Hi est une phase
hexagonale inversée. la3d est une phase cubique en transition depuis la phase cristalline liquide. Pn3m est la
phase cubique cherchée, on voit qu’elle est obtenue a 20 °C avec une composition de 40 % d’eau.

11.10. Cristallogenése par goutte suspendue :

Le criblage et observation de premiers cristaux grace a la plateforme HTX disponible au
PSB, est suivit par la reproduction manuelle de ces cristaux afin de vérifier, d’'une part, s’ils
sont reproductibles au laboratoire et s’ils peuvent étre améliorés en changeant légerement les
conditions de cristallisations obtenues lors du criblage. Des plaques de 24 puits sont alors
utilisées pour tester dans chacun des puits une condition de cristallisation différente. Dans
chaque puit 1 ml de solution de cristallisation est déposé. Dans le cas d’une goutte de 2 ul a
un ratio volumique 1 : 1 ; 1 pl de cette solution sera prélevé et déposé sur une lame de verre
puis sera mélangé a 1 ul de I'échantillon de protéine d’intérét. La lame de verre sera retournée
et déposée sur le puits qui sera entierement scellé avec de la graisse ce qui rendra le puit
étanche au variations extérieures. (La taille de la goutte peut varier ainsi que le ratio solution
de cristallisation : échantillon de protéine ce qui va entrainer des changements dans la
cinétique de diffusion et de cristallisation.)

Une fois le puit scellé, la goutte va s’assécher par diffusion de vapeur entre le réservoir
et elle-méme. Ceci va entrainer I'augmentation de la concentration en agent de précipitation

et en protéine dans la goutte. Ce qui peut potentiellement entrainer la formation de cristaux.
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Pour TagR, les cristaux poussent a 4 °C, les plaques, solutions et lamelles de verres sont
donc refroidies en chambre froide. Ces conditions sont donc reproduites et les gouttes sont
aussi faites en chambre froides de maniere a ce que tout le matériel et les solutions reste a
4 °C. Ceci évite la production de condensation sur les lamelles qui change les propriétés de

diffusion de vapeur de maniére incontrolée qui empéche la croissance de cristaux.

Une fois formés, les cristaux de TagR sont péchés une premiéere fois pour étre trempés
dans une solution de cryo-conservation contenant les mémes composés que la goutte du puits
ayant permis la cristallisation de la protéine mais supplémentées par 23 % d’éthyléne glycol.
Les cristaux sont a nouveau péchés puis congelés dans |’azote liquide pour étre amenés sur

une ligne synchrotron de I’'ESRF.

[1.11. Micro et macro-ensemencement :

Lorsque les cristaux obtenus ne sont pas compatibles avec les expériences prévues, il
est possible de changer leurs forme grace au seeding ou ensemencement.

On différencie deux types d’ensemencement, le macro-ensemencement ou le micro-
ensemencement [181].

Il existe différentes techniques de micro-ensemencement [184]. La premiere utilisée ici
est la technique dite de « streak-seeding ». Premierement, des gouttes de cristallisations ont
été préparées 1 jour avant I'expérience de micro-ensemencement. Ces gouttes de 2 plL sont
composées par 1 uL de TagR a 1,5 mg/ml et 1 uL de sulfate de lithium a 1,11 M, de 100 mM
de Tri-sodium citrate a pH 5,6 et de 0,25 M de sulfate d’ammonium. Ces conditions n’induisent
pas la croissance de cristaux de TagR. Les gouttes sont laissées a 4 °C pendant 1 jour pour
permettre |'équilibration entre goutte et puit. Un cristal préexistant est alors touché par la
pointe de la moustache de chat. Cette moustache est passée dans les gouttes précédemment

préparées pour les ensemencer. Le tout est réalisé en chambre froide a 4 °C.

La deuxieme technique couramment utilisée consiste a broyer des cristaux existant
jusqu’a ce qu’il ne reste que des noyaux cristallins [187]. Pour ce faire, les cristaux sont broyés
une premiéere fois avec un petit pilon directement dans la goutte de cristallisation dans laquelle
ils ont poussés. Ces premiers cristaux cassés sont pipetés dans un Eppendorf 1.5 ml, dilués
jusqu’a un volume de 50 pl avec de la solution meére et agités par vortex avec une microbille
en métal. Les noyaux cristallins ainsi obtenus sont préts a étre ajoutés dans les gouttes de
cristallisations de 2 pl. Ces gouttes sont constituées de 1 pl de TagR a 1,5 mg/ml et de 1 pl de
la solution du puits a 1,11 M de sulfate de lithium, de 100 mM de 100 mM de Tri-sodium citrate
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a pH 5,6 et de 0,25 M de sulfate d’ammonium et sont ensemencées avec le stock de noyaux
précédemment formé. L’'ensemencement se fait comme une dilution en cascade de goutte en

goutte afin de réduire la concentration des noyaux a chaque goutte.

11.12. Trempage des cristaux :

L'incorporation de métaux lourds est complexe car la fixation du métal a des position
récurrentes dans le cristal n’est pas assurée. Il faut donc faire de nombreux criblages avec
différents métaux a différents temps d‘incubation du cristal. Pour ce faire, plusieurs cristaux
ont été péchés et incubés avec une solution contenant la solution du puit de cristallisation
supplémenté avec des métaux lourds. Nous avons tenté d’incorporer des atomes d’Or, de
Samarium, de Mercure, d’Osmium et de Gadolinium a une concentration de : 0,25 mM ; 0,5
mM ; 0,75 mM et 1 mM. Pour chaque condition plusieurs cristaux ont été laissé deux heures
ou sur la nuit a 4°C puis ont été péchés a leurs temps respectifs pour étre congelés dans I'azote
liguide. lls ont ensuite été amenés a I’'ESRF pour subir des expériences de diffraction aux rayons
X afin de vérifier la présence des atomes lourds et leur impact sur la diffraction des cristaux.

11.13. Diffraction des rayons-X :

Les cristaux congelés sont amenés a I’'ESRF ou ils sont soumis a un faisceau de rayon X
monochromatique. Les expériences de diffractions rayons X ont été menée sur les lignes ID
23-2,1D23-1, ID30-A3, ID30-B, BM14 FIP.

11.14. Traitement des données de diffractions :

Toutes les données de diffractions rayons-X sont analysées, indexées et mises a
I’échelle avec XDS [207], puis importées dans la suite de programme CCP4 [208]. Le
programme Phaser [234] a été utilisé pour essayer de phaser les données de TagR par
remplacement moléculaire. AutoSHARP [235] a été utilisé pour les tentatives de phasage
expérimental avec les données ou un signal anomal a pu étre détecté. Les données étant
anisotropiques, le serveur STARANISO [236] a été utilisé pour obtenir des données concernant

I’anisotropie de nos jeux de données.
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11.15. Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) :

Le SAXS pour « Small Angle X-ray Scattering » est une technique qui permet d’obtenir
des données structurales sur des échantillons en solutions. Ceci est I'un des aspects
intéressant du SAXS car il permet I’étude des échantillons sans conditionnement préalables tel
qgue la cristallisation de I’échantillon pour la diffraction Rayon X ou le marquage spécifique
pour la RMN. Mais ceci limite la résolution atteinte, qui est généralement aux alentours de 20
A, est qui reste loin de la résolution approchée par la cristallographie Rayon X, la RMN ou la
Microscopie Electronique. Le SAXS est aussi trés sensible a la qualité et a ’homogénéité de
I’échantillon. En effet, le SAXS a tendance a moyenner les mesures des échantillons observés
ce qui rend la présence d’agrégats ou I’hétérogénéité de I'échantillon rédhibitoire pour ces
expériences. Cependant, cette technique donne des résultats indiquant la forme générale de
I’échantillon (allongé, globulaire, etc...), sont état d’oligomérisation, son rayon de giration et
la possible présence de dynamique moléculaire. Cependant, grace aux informations apportée,
elle demeure complémentaire aux techniques de cristallographie rayons X, RMN et
Microscopie électronique.

Pour éliminer tous problémes avec la présence d’agrégats, une colonne d’exclusion par
la taille sera placée en amont du détecteur sur la ligne SAXS. Les images de diffusion de
I'ensemble de I’élution de la chromatographie seront enregistrées mais seules les images des

pics d’intérét du profil d’élution seront récupérées.

Les données de SEC-SAXS ont été enregistrées a I'ESRF sur la ligne de BIOSAXS BM29.
Cette ligne est équipée d'un détecteur Pilatus 1M placé a 2,867 m du détecteur. Les mesures
ont été faites a une longueur d’onde de 0.99 A sur un capillaire d’1 mm. La température est
restée constante a 20 °C. La taille du faisceau appliqué sur I’échantillon était de 700 um par

700 um et les variations des g est de 0,025 nm? a5 nm™.

Avant d’étre amenés devant le faisceau, les échantillons sont injectés sur une colonne
d’exclusion par la taille Superdex $S200 10/300 GL équilibrée soit dans 50 mM de Tri-sodium
citrate a pH 4 et 300 mM NaCl ou dans 25 mM HEPES a pH 7,5 et 300 mM NaCl. Le traitement
des données est fait avec le programme PRIMUS de la suite ATSAS [237]. Le rayon de gyration
est estimé avec 'approximation de Guinier. Le programme GNOM de la suite ATSAS a été
utilisé pour obtenir la p(r) ou fonction de distribution de distance et les distances

intramoléculaires.
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Résumé

Psendomonas aeruginosa est une bactérie responsable de séveres infections nosocomiales. Ces
infections sont un réel probleme pour la santé publique car P. aeruginosa fait partie des pathogenes
ESKAPE qui ont développé des facteurs de résistance aux antibiotiques ce qui leur permet
d’échapper aux traitements classiques. P. aeruginosa, en plus d’étre résistante aux antibiotiques est
capable d’exprimer de nombreux facteurs de virulences. Parmi ces facteurs on retrouve les systemes
de sécrétion de type V (SST5) sur lequel jai pu travailler durant ma thése.

Une nouvelle souche de P. aeruginosa a été découverte a Grenoble il y a quelques années.
Cette souche n’exprime pas les mémes facteurs de virulence que les souches communément
étudiées mais en demeure bien plus toxique. La toxicité de cette souche est due a 'expression de
deux protéines ExIB et ExIA faisant partie de la famille du SST5b et ayant un mécanisme d’action
complétement nouveau car aucun homologue n’est connu. La toxine ExIA est capable de faire des
pores dans les membranes des cellules eucaryotes entrainant leur mort. Le but de ma these était
donc de comprendre a I’échelle moléculaire le fonctionnement de ExIA.

Pour identifier le mécanisme d’action de cette toxine, nous lavons divisée en deux
domaines que nous avons étudiés séparément. En utilisant des techniques de RMN, de SEC-
MALLS, de flottaison différentielle, de SAXS et d’AFM, nous avons pu définir que le domaine C-
terminal de cette protéine était un « molten globule» en solution et était capable de faire des trous
dans les membranes lipidiques reconstituées. Ce domaine semble étre le domaine responsable de
interaction d’ExIA avec les lipides. Ceci additionné a des études menées 7z vivo sur la toxine ExIA
compléte et comportant uniquement son domaine N-terminal nous a permis de définir un possible
mécanisme d’action de la toxine ExIA. La somme de nos études fait I'objet d’un article en cours
d’écriture.

Abstract

Psendomonas aeruginosa is the causative agent of nosocomial infections. Those infections are
a real threat to public health, considering that P. aeruginosa is a member of the ESKAPE pathogens
family. Those pathogens developed numerous antibiotic resistance mechanisms that allow them to
escape the lethality of common treatments. More than just resistant, P. aeruginosa is able to make

use of several virulence factors, and among them, the type V secretion system, which is the main
subject of my PhD.

A new virulent P. aernginosa strain was discovered in Grenoble University Hospital several
years ago. This strain lacked the virulence factors of common studied cytotoxic strains but, still
displayed high toxicity. This was related to the expression of two proteins, ExIB and ExIA, that are
part of the T58Sb and display a complete new mechanism of action (no protein homologs are
found). The ExIA toxin is able to form pores in the eukaryotic cell membrane leading to their
death. The aim of my PhD was to understand on a molecular level the mechanism of ExIA toxicity.

To decipher the activity of this toxin, we divided it in two domains, studied separately.
Using NMR, SEC-MALLS, liposome floating assay, SAXS and AFM techniques, we were able to
prove that the C-terminal domain of ExIA was a « molten globule » in solution and was able to
form holes in reconstituted lipid bilayers. This domain seems to be the key to lipid interaction by
the whole protein. Additional 7z vivo studies of the N-terminal domain and on full-length ExIA
allowed us to propose a putative model of the mechanism of this novel toxin.
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