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Titre : Caractérisation d’'une nouvelle Tyrosine protéine-kinase et étude de son réle cellulaire chez la
bactérie Streptococcus pneumoniae

Résumé : La bactérie pathogéne Streptococcus pneumoniae possede deux protéine-kinases CpsD et
StkP impliquées respectivement dans la synthése de la capsule polysaccharidique et de la division
cellulaire. Récemment, une nouvelle famille de protéine-kinases exclusivement bactérienne a été
identifiée, nommée UbK (Ubiquitous bacterial Kinase). Mes travaux de these ont consisté en I'étude
du role cellulaire d’UbK chez le pneumocoque. Jai montré qu’UbK s’autophosphoryle sur une unique
Tyrosine in vivo. Un mutant Aubk présente des défauts de croissance et de morphologie. Nous avons
mis en évidence que I'absence d’activité d’hydrolyse de ’ATP ou une phosphorylation permanente
sont également déléteres pour la croissance et la morphologie cellulaires. La délétion d’ubk
sélectionne une mutation suppressive dans la protéine essentielle AsnS, dont le réle est assimilé a une
Asparaginyl-ARNt synthétase. J'ai exploré le lien entre UbK et AsnS. ubk est présent dans un opéron de
génes induits lors de la compétence. Jai mis en évidence que la compétence tardive et la
transformation étaient en partie controlées par UbK. Les défauts de morphologie en absence d’'ubk
traduisent une altération du cycle cellulaire. Nous avons déterminé que la composition de la paroi était
modifiée, et que les protéines de la division FtsZ et FtsA, des partenaires d’UbK, ne sont pas localisées
correctement dans le mutant Aubk. UbK est donc un acteur majeur de la division cellulaire et de la
compétence.

Mots clés : Streptococcus pneumoniae, croissance cellulaire, morphogénése bactérienne, protéine-
kinase, compétence, division cellulaire, suppresseur

Title : Characterization of a new Tyrosine protein-kinase and study of its cellular role in the bacterium
Streptococcus pneumoniae

Summary : The pathogenic bacterium Streptococcus pneumoniae possesses two protein-kinases CpsD
and StkP involved in polysaccharide capsule synthesis and cellular division respectively. Recently, a
new bacterial protein-kinase family was identified, named UbK (Ubiquitous bacterial Kinase). My thesis
work was to study the cellular role of UbK in the pneumococcus. | have demonstrated that Ubk is
phosphorylated on a unique Tyrosine in vivo. A Aubk mutant, as well as catalytic (non ATPasic) or a
permanently phosphorylated mutant shows growth and morphological defects. The deletion of ubk
generates a suppressive mutation in the essential protein AsnS, whose role is assimilated to
Asparaginyl-tRNA synthetase. Thus, | explored in details the link between UbK and AsnS. ubk is found
in an operon induced in competence. | have evidenced that late competence and transformation are
to a certain extent controlled by UbK. Morphological defects in absence of ubk appear to be typical of
a cell-cycle impairment. We determined the cell wall composition was impaired, and that the UbK’s
partners, FtsZ and FtsA that are implicated in cell division, are not correctly localized the Aubk mutant.
Therefore, UbK is a major actor of cellular division and competence.

Keywords : Streptococcus pneumoniae, cellular growth, bacterial morphogenesis, protein-kinase,
competence, cellular division, suppressor
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Le pneumocoque a été identifié en 1881 simultanément par George Miller Sternberg
aux Etats-Unis et Louis Pasteur en France. Ce dernier fit état d’'une « nouvelle maladie »
développée par le lapin apres injection sous-cutanée de la salive d’un enfant malade. Il décrivit
également la capsule, le facteur de virulence principal de la bactérie (Pasteur, 1881). Par des
expériences similaires, G. M. Sternberg, dans de le cadre de ses études sur la malaria, a lui
aussi observé les propriétés virulentes de sa propre salive injectée a un lapin. Le scientifique
a décrit la présence dans le sang du lapin d’un « nombre immense de microcoques, le plus
souvent joints par paires et qui ont un diametre de 0.5 um » (Sternberg, 1881). L'observation
de cette caractéristique valut a la bactérie le nom de Diplococcus pneumoniae. Elle fut ensuite
renommée Streptococcus pneumoniae, de par sa capacité a former des chaines non linéaires
dans les milieux liquides (Kauffmann et al., 1960; Watson et al., 1993).

En 1875, Edwin Klebs fut le premier a observer des bactéries dans les voies
respiratoires des personnes décédées de pneumonie (Moreillon et al., 2000). Malgré plusieurs
tentatives d’identification des bactéries responsables de la maladie, il fallut attendre la
coloration de Gram en 1884 pour observer un « capsulocoque » Gram positif, c’est-a-dire un
cocci composé d’'une « paroi » épaisse, dans les poumons de patients décédés de pneumonie
(Austrian, 1981; Moyes et al., 2009). Le role du pneumocoque dans la pneumonie fut ainsi
établi.

L’expérience de Frederick Griffith, en 1928, permit de mettre en évidence le caractere
virulent de la capsule du pneumocoque (Griffith, 1928). Il injecta a des souris des
pneumocogques non capsulés d’aspect « rugueux », ou capsulés dit « lisses » (Figure 1A). La
présence de la capsule conduisit a la mort des souris, démontrant |'effet de la capsule dans
I'infection. De plus, I'injection conjointe de pneumocoques non capsulés « rugueux » et d’une
petite quantité de pneumocoques tués et capsulés « lisses » a une souris, résulte en la mort
de I'animal (Figure 1A). De maniere intéressante, I'analyse de son sang détermina la présence
de pneumocoques capsulés, traduisant un transfert de la caractéristique « lisse » a la bactérie
« rugueuse » (Griffith, 1928). F. Griffith décrivit ceci comme un « principe transformant », qui
fut identifié plus tard par Oswald Avery en 1943 comme étant de I'ADN, le support de
I'information génétique (Avery et al., 1943). C’'est dans les années 1930 que la réaction de
Neufeld, par laquelle un sérum spécifique permet le gonflement de la capsule visible a I'ceil
nu, est devenue une référence pour le typage des sérotypes des pneumocoques chez ’homme

(Figure 1B) (Habib et al., 2014).
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Figure 1 : Caractérisation des propriétés antigéniques de la capsule. A. Expérience de Griffith mettant
en évidence les propriétés antigéniques de la capsule. L'injection d’une souche non virulente «
rugueuse » (en bleu) permet a la souris de survivre (panel 1) au contraire de I'injection d’une souche
virulente « lisse » (en jaune) (panel 2). L'inactivation de la souche virulente par la chaleur permet la
survie de la souris (panel 3). L'injection de la souche non virulente et de la souche capsulée tuée par la
chaleur, conduit a la mort de la souris (panel 4). Adapté de (Griffith, 1928). B. Typage des sérotypes
par la réaction de Neufeld. 1. Réaction négative a un sérum. 2. Réaction positive a un sérum. Extrait de
(Kislak et al., 1965).
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Un traitement vaccinal a été mis en oeuvre et dirigé contre plusieurs sérotypes de la
capsule en 1945 (Macleod et al., 1945). Néanmoins, I'utilisation des vaccins fut délaissée aprées
le succés des antibiotiques a cette époque (Méakelad & Butler, 2014).

C'est aprés la découverte de la pénicilline en 1928 par Alexender Flemming, que
débuta la recherche de molécules anti-microbiennes naturelles. Dans les années 1940-1970,
on découvrit la plupart des antibiotiques que I'on utilise encore actuellement (Jacobs et al.,
1978). Cependant, l'utilisation massive de drogues anti-microbiennes a généré des
résistances. Le pneumocoque a fait partie des premiéres bactéries identifiées comme étant
capable de résister aux antibiotiques, et plus particulierement a I'optochine, utilisée comme
marqueur en diagnostic chez 'homme (Moore & Chesney, 1917). C'est en 1965 que fut
découvert le premier isolat clinique avec une susceptibilité a la pénicilline réduite (Kislak et
al., 1965). Dés lors, de plus en plus de souches ont montré des résistances a d’autres
antibiotiques, et c’est en 1977 que des souches multi-résistantes ont fait leur apparition, dans
un premier temps chez des enfants (Jacobs et al., 1978).

Les vaccins ont alors retrouvé leur place en tant que stratégie préventive pour lutter
contre le pneumocoque. L'essor de nouvelles techniques analytiques et des études
génétiques, avec notamment l'identification de I'opéron codant les génes de synthése de la
capsule polysaccharidique du pneumocoque, ont permis de mieux appréhender la structure
chimique de la capsule et donc la diversité des sérotypes capsulaires existants (Geno et al.,
2015). De nouveaux vaccins ont ainsi été élaborés, basés sur les polysaccharides de la capsule,
dont le premier en 1977 couvrait 14 sérotypes identifiés, et 23 en 1983 (Pilishvili et al., 2010).
Bien que ce dernier couvre 90% des infections liées au pneumocoque, la réponse au
traitement est dépendante a la fois de la dose et de I'dge : le vaccin est ainsi peu
immunogénique chez les enfants de moins de 2 ans (Robbins et al., 1983; WHO, 2015). Ceci a
conduit au développement de vaccins conjugués a des protéines transporteuses (Poolman et
al., 2013). Notamment, le premier PCV (Pneumococcal Conjugate Vaccine) a été breveté aux
Etats-Unis en 2000 et incluait les sérotypes des isolats retrouvés chez la plupart des enfants
de moins de 5 ans. Le dernier vaccin conjugué en date est le PCV13 couvre 65 a 80% des
sérotypes. Cependant, le nombre de sérotypes du pneumocoque identifiés a continué
d’augmenter pour atteindre 97 identifiés en 2015 (Geno et al., 2015).

L'usage des vaccins et des antibiotiques a donc stimulé la capacité de la bactérie a

s’adapter et échapper a cette pression sélective. Ainsi, le pneumocoque est responsable de la
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mort de plus d’un million et demi de personnes par an et a été classé par I’'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé) dans la liste des pathogenes prioritaire pour la recherche et le
développement de nouveau antibiotiques (Tacconelli et al., 2017). Face a ce nouveau défi, il
est nécessaire de trouver des nouvelles cibles thérapeutiques, ce qui passe par la
compréhension des mécanismes moléculaires qui gouvernent sa physiologie.

Pour survivre dans I’'hote, la bactérie doit étre en mesure de se diviser tout en
conservant son caractere pathogéne. La division cellulaire est un processus essentiel et
finement régulé. Des études ont notamment montré que les bactéries mettent en place des
mécanismes de régulation par des modifications post-traductionnelles comme la
phosphorylation (Kobir et al., 2011). Cette derniére est un moyen rapide et réversible pour
modifier les propriétés physico-chimiques d’une protéine. La phosphorylation est réalisée par
des protéine-kinases qui catalysent le transfert d’'un phosphate sur un acide-aminé spécifique
d’une protéine-substrat pour moduler ses propriétés physiologiques. Historiquement, la
phosphorylation sur la Sérine, la Thréonine et/ou la Tyrosine était exclusivement réservée aux
Eucaryotes (Pawson & Scott, 2005). Presque 50 ans aprées la découverte de ces protéine-
kinases chez les Eucaryotes, des protéines de ce type ont également été caractérisées chez
des Bactéries : Pkn1, une Sérine/Thréonine protéine-kinase chez Myxococcus xanthus et Ptk,
une Tyrosine protéine-kinase chez Acinetobacter johnsonii (Grangeasse et al., 1997; Muaoz-
Dorado et al., 1991). Les protéine-kinases Eucaryotes se sont avérées étre des cibles
thérapeutiques de choix, puisqu’elles sont impliquées dans des voies de signalisation
majeures, voies parfois détournées pour la prolifération des cellules cancéreuses. Par
exemple, I'lmatinib est un inhibiteur compétitif de la Tyrosine protéine-kinase Bcr-Abl
responsable de la surproduction de leucocytes dans le cadre de la leucémie myéloide
chronique (Claudiani & Apperley, 2018). Ainsi, cibler les protéine-kinases impliquées dans des
processus essentiels a la survie des bactéries pourrait constituer une bonne stratégie
thérapeutique.

Le pneumocoque est un modele d’étude simple de la phosphorylation car il ne possede
gu’un exemplaire de protéine-kinase de chacune des deux familles connues chez les bactéries
: une Sérine/Thréonine protéine-kinase StkP et une Tyrosine protéine-kinase CpsD. StkP a été
démontrée comme impliquée dans la division cellulaire (Beilharz et al., 2012; Fleurie et al.,
2012; Zucchini et al., 2017). L’autophosphorylation de CpsD joue un role clé dans la synthese

de la capsule, le facteur principal de la virulence de la bactérie, mais coordonne également la
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division cellulaire via la protéine RocS (Nourikyan et al.,, 2015 ; Mercy et al., 2019). La
publication du premier phosphoprotéome du pneumocoque sur les Sérines, Thréonines et
Tyrosines a révélé une centaine de protéines-substrats (Sun et al., 2010). En I'état des
connaissances, il est difficile de penser que seules les deux protéine-kinases connues du
pneumocoque sont responsables de I'ensemble de ces phosphorylations, laissant a penser
gue d’autres protéine-kinases existent chez le pneumocoque.

Mon travail de these a commencé suite a l'identification d’une nouvelle famille de
protéine-kinase, possédant des domaines signature particuliers, nommée UbK « Ubiquitous
Bacterial Kinase », qui, comme son nom l'indique, est conservée au sein du régne bactérien.
La protéine-kinase de cette famille chez Bacillus subtilis, YdiB, a été décrite comme
phosphorylant la Sérine, la Thréonine et la Tyrosine, et participerait a la résistance au stress
oxydatif ainsi qu’a la synthése de ’ARNt modifié t®A (N6-Threonylcarbamoyl Adénosine) (El-
Khoury et al., 2020; Nguyen et al., 2017). Au laboratoire, nous avons identifié la protéine UbK
chez le pneumocoque, et j'ai démontré qu’il s’agit d’une autotyrosine-kinase essentielle et
nécessaire pour la croissance cellulaire et la morphogénése. J’ai étudié au cours de ma these
les mécanismes moléculaires gouvernant I’activité kinase d’UbK et recherché de potentiels
substrats/partenaires de cette protéine. La compréhension du réle d’UbK du pneumocoque
permet de mieux décrire sa physiologie. UbK pourrait, in fine, constituer une cible potentielle
dans la lutte contre les infections bactériennes, en particulier au pneumocoque.

Avant de décrire les résultats de mes travaux, je présenterai dans la premiere partie
de mon exposé bibliographique I'état du savoir sur la phosphorylation bactérienne en
décrivant les différentes familles de protéine-kinases. Dans une seconde partie, je présenterai
le cycle cellulaire de S. pneumoniae, avec notamment la synthése de la paroi et les différents
acteurs impliqués dans sa mise en place et sa régulation. Enfin, je me concentrerai sur la
régulation des différents processus du cycle cellulaire de S. pneumoniae par la

phosphorylation.
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|. La phosphorylation des protéines bactériennes

Les étres vivants utilisent un réseau de modifications post-traductionnelles PTM (Post-
Translational Modifications) pour faire face aux changements de I'environnement et réguler
diverses fonctions cellulaires. Ces modifications constituent un moyen rapide et réversible de
modifier les propriétés physico-chimiques d’une protéine en influengant son repliement, son
activité, sa stabilité, sa localisation ou encore ses interactions (Mijakovic et al., 2016). Les PTM
se produisent directement sur des protéines synthétisées ou en cours de synthése, sur des
acides-aminés ciblés par des enzymes spécifiques.

Les PTM se distinguent en fonction de la nature du groupement ajouté ou enlevé (Cain
et al., 2013). Les PTM peuvent étre multiples et de différente nature sur une méme protéine
afin de générer des effets additionnels et/ou combinés (van Noort et al., 2012). On retrouve
par exemple la glycosylation qui consiste a lier de maniére covalente un sucre aux protéines,
ou encore 'acétylation, qui correspond a I'ajout d’un groupement acétyl (Macek et al., 2019).

Parmi les PTM, la phosphorylation est une modification ubiquitaire retrouvée dans le
régne Animal dont I’'Homme, mais également chez les Bactéries et les Archées, bien qu’elle ait
été identifiée plus tardivement pour ces deux derniéres branches (Cain et al., 2013; Walsh et
al.,, 2005). C'est également une des modifications les plus étudiées et dont les diverses

fonctions sont les mieux comprises.

La phosphorylation des protéines a initialement été identifiée chez les Eucaryotes dans
les années 1950 (Cohen, 2002; Westheimer, 1987). Elle est assurée par une protéine-kinase,
qui catalyse le transfert d’'un phosphate, le plus souvent aux dépens de I'ATP, sur un acide-
aminé spécifique d’un substrat protéique (Figure 2). Cette modification permet de moduler
les propriétés physico-chimiques du substrat afin d’assurer une(des) fonction(s) précise(s). La
réaction inverse, dite de déphosphorylation, peut étre réalisée par une enzyme spécifique,
appelé phosphatase, afin de permettre une régulation trés fine de la fonction de la protéine

ciblée.
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. Figure 2 : Le mécanisme de la phosphorylation. L’ajout d’un
s

phosphate (ovale bleu foncé « P ») sur un acide aminé AA
d’un substrat protéique (ovale bleu clair) est réalisé par une
Substrat  AA Substrat  AA @ protéine-kinase (ovale vert) au dépens de I'ATP. La
déphosphorylation est réalisée par une phosphatase (ovale

violet) qui enléve le phosphate du substrat (Pi). Adapté de

(Patterson et al., 2014).

Chez les Bactéries, diverses familles de protéine-kinases sont retrouvées en fonction
des types d’acides-aminés phosphorylés (Olsen & Mann, 2013). Les grandes familles de
protéine-kinase sont: le systéme phosphoénolpyruvate/sucre phosphotransférase PTS
(PhosphoTransferase System), le systéme a deux composants TCS (Two Component System),
les Sérine/Thréonine protéine-kinases STPK (Serine/Threonine Protein-Kinases) et les
Tyrosines protéine-kinases typiquement bactériennes BYK (Bacterial TYrosine Kinase) (Figure
3). Ces familles seront présentées dans la partie suivante, en plus d’autres protéine-kinases

non conventionnelles telles que les Arginine protéine-kinases (Figure 3).

STPK
Milieu TCS BYK
extracellulaire
PTS Arginine-kinases
Membrane oocogdl Perméase oococoo 0 0 OOO0O00000000CCH0 0GO0000COOTIINCO00OCOCOO00CO0000 OOOOGO00OD0000CO0O000000000000
cytoplasmique cooo B b 000600 60000000000 IIIOACBE0OE0A000OEEE0HE000050E 000 0BOBEAOE0000!
Cytoplasme @ % T v ( Activateur
@t — | P m
H Transfert du phosphate Phosphorylation Phosphorylation
HPr issu de 'ATP dépendante de ['ATP dépendante de 'ATP
‘ Transfert du phosphate ‘ ® 0 ‘ o 0
)4 ° 50 @ o

Régulateur de

réponse

Figure 3 : Les familles de protéine-kinases bactériennes. Le PTS implique le transfert du phosphate du
Phosphoénolpyruvate PEP vers une perméase via la phosphorylation de HPr sur I'Histidine H. Le TCS
implique une autophosphorylation sur une Histidine a partir de I’ATP suite a la détection de signaux
environnementaux, avant de transférer le phosphate a un régulateur de réponse sur un aspartate D.
Les STPK s’autophosphorylent sur une/des Thréonine(s) T et phosphorylent leur(s) substrat(s) sur la
Sérine S et/ou la Thréonine. Les BYK s’autophosphorylent sur la Tyrosine Y, et phosphorylent leur
substrat sur le méme type d’acide-aminé. Ces deux types de famille consomment de I’ATP pour la
phosphorylation. Les Arginines kinases sont activées par un(des) activateur(s) et phosphorylent leur
protéine cible sur I’Arginine R en consommant de I’ATP. Adapté de (Macek et al., 2019).
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1. Le systeme phosphoénolpyruvate/sucre phosphotransférase PTS

Le PTS est impliqué dans le transport et la phosphorylation de sucres chez les Bactéries
et les Archées (Postma et al., 1993). Ce systéme n’est pas décrit chez les Eucaryotes, malgré
la présence de protéines lointainement apparentées a certains composants du PTS (Pickl et
al., 2012; Tchieu et al., 2001).

Le PTS est constitué de deux composants cytoplasmiques impliqués dans I'absorption
de la plupart des substrats du PTS ; I'’enzyme El et la protéine HPr, ainsi que du complexe
enzymatique Ell spécifique d’un substrat ou d’un groupe de sucres. Le complexe Ell est
composé des protéines EIlIA, ElIB, EIIC, et parfois EIID, qui sont exprimées en présence du
substrat dans le milieu. Ces protéines sont successivement phosphorylées sur des Histidines
ou des Cystéines, afin de permettre I'import et la séquestration du sucre dans la cellule par

phosphorylation (Figure 3 et 4) (Mijakovic & Macek, 2012).

H

0. .
EIIAX X X
Pyruvate Q @ ® @

Figure 4 : Schéma du mécanisme de fonctionnement du PTS pour I'import des sucres. Le phosphate
du PEP (cercle rouge) est transféré sur El, sur une histidine conservée de HPr, puis successivement sur
EllA, EIIB, EIIC et éventuellement EIID, spécifiques d’un sucre X. Le sucre X est transporté dans la cellule
par EIIC (voire EIID) et est phosphorylé par EIIB pour étre relargué dans le cytoplasme. Adapté de
(Deutscher et al., 2014).

El est d’abord phosphorylée a partir du donneur de phosphate inusuel
PhosphoEnolPyruvate PEP, puis transfere son phosphate a HPr, puis successivement a ElIA et
ElIB. La phosphorylation sur EIIB est couramment réalisée sur une Cystéine. Ces transferts de
phosphates a haute énergie sont réversibles. Le sucre substrat du PTS lie ensuite la protéine

membranaire EIIC du c6té extracellulaire, puis est importé dans la cellule pour étre
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phosphorylé, diminuant son affinité pour EIIC et le libérant ainsi dans le cytoplasme (Figure 4)

(Galinier & Deutscher, 2017).

2. Le systeme a deux composants TCS

Les bactéries disposent de systémes de transduction des signaux, appelés TCS,
permettant une réponse adaptée aux variations de I'environnement. Ces systémes sont
largement retrouvés chez les Bactéries et les Archées, mais également chez certains
Eucaryotes comme les Plantes ou les Champignons, au contraire des Animaux ou des Protistes
(Alvarez et al., 2016; Ronson et al., 1987).

Un TCS comprend une Histidine protéine-kinase, capable de « sentir » des signaux
environnementaux et, par le biais d’'une cascade de phosphorylation, conduire a une réponse
adaptée via la phosphorylation d'un régulateur de réponse (Figure 3 et 5) (Gdmez-Mejia et al.,

2017; Stock et al., 2000).

Stimulus Figure 5: Fonctionnement d’un TCS. Une

<§ kinase détectrice (cercle violet) d’un

stimulus extracellulaire, membranaire ou

Kinase -—ag cytoplasmique (éclairs gris)
détectrice ‘ , s

s’autophosphoryle sur une Histidine de son

®H- domaine kinase (cercle bleu). Le phosphate

®o- (cercle rouge «P») est soit transféré

directement sur I’Aspartate du régulateur

de réponse associé (cercle vert), soit

®-- indirectement sur un Aspartate d'un

connecteur (cercle jaune) puis sur une

®o- Histidine d’un phosphodonneur (cercle

orange). Le régulateur de réponse fournit

une réponse adaptée au stimulus. Adapté

Réponse de (Bretl et al., 2011; Mascher et al., 2006).

La plupart des Histidines protéine-kinases sont membranaires, et peuvent ainsi
détecter des signaux extracellulaires ou transmembranaires, par exemple des stress de
I’enveloppe ou des variations de températures (Mascher et al., 2006). Le signal détecté induit

I'autophosphorylation de la protéine-kinase sur une Histidine, qui peut phosphoryler a son
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tour un régulateur de réponse sur I’Aspartate conservé (Figure 5). Ce dernier assure une
réponse adaptée, en permettant des interactions entre protéines ou avec ’ADN (Gao et al.,
2007).

Certains TCS sont plus complexes, appelés phosphorelais, et impliquent Ia
phosphorylation de protéines intermédiaires avant d’activer le régulateur de réponse (Figure
5) (Bretl et al., 2011).

Afin de revenir a I'état initial, des phosphatases peuvent déphosphoryler I'Histidine

protéine-kinase et le régulateur de réponse (Gomez-Mejia et al., 2017; Mascher et al., 2006).

La plupart des TCS sont les produits de génes organisés en opérons codant pour
I'Histidine protéine-kinase et son régulateur de réponse associé. Le pneumocoque possede 13
TCS ainsi qu’un régulateur de réponse dit orphelin, RitR, trés conservé (Throup et al., 2000).
Par exemple, ces TCS sont impliqués dans la production de bactériocines (systeme BrpRH), la
libération controlée de facteurs de virulence (systeme CbpRS) ou la résistance aux
antibiotiques (systtme WalRK) (Gomez-Mejia et al., 2017). Le développement de la

compétence, détaillé dans la partie I, est contrélé notamment par les TCS ComDE et CiaRH.

3. Les Sérine/Thréonine protéine-kinases de type Hanks STPK

Les bactéries sont également capables de produire des Sérine/Thréonine Protéine-
kinases (STPK). Elles possedent des domaines identifiés et définis par S. K. Hanks, retrouvés
chez les Eucaryotes mais également chez les Archées (Hanks et al., 1988; Stancik et al., 2018).

La premiere STPK bactérienne identifiée, possédant des domaines similaires aux STPK
eucaryotes, est Pknl de M. xanthus, qui a permis de définir la famille des STPK dites de type
Hanks chez les bactéries (Muaoz-Dorado et al., 1991). Ces protéine-kinases ont été appelées
dans un premier temps « eukaryotic-like STPK » du fait des similarités avec la superfamille des
Sérine/Thréonine/Tyrosine protéine-kinases eucaryotes (Hanks & Hunter, 1995). Il a récemment
été proposé que cette similarité est liée a une évolution commune a partir du LUCA (Last

Universal Common Ancestor), plutot qu’a un transfert horizontal de génes. Ceci a donc conduit
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a redéfinir le nom de la famille en protéine-kinases STPK de type Hanks, du fait de |la présence
des domaines des Hanks (Hanks et al., 1988; Stancik et al., 2018).

Plusieurs études ont mis en évidence des STPK de type Hanks chez les bactéries, en
nombre variable en fonction de I'espéce, et probablement de maniére dépendante de la
complexité du milieu environnant et donc de la nécessité de s’y adapter (Pereira et al., 2011).

Différents types de substrats protéiques peuvent étre phosphorylés par les STPK pour
réguler divers processus physiologiques. La stabilité des liaisons phosphoesters mises en jeu
nécessite l'action d'enzymes de déphosphorylation, appelées phosphatases, et capables

d'hydrolyser le lien phosphoester (Dworkin, 2015; Macek et al., 2019).

Dans cette partie, je présenterai les STPK de type Hanks chez les bactéries, leur
caractéristiques structurales et fonctionnelles ainsi que les phosphatases associées. Je décrirai
succinctement quelques processus qu’elles régulent tels que la germination de spores, la

virulence ou bien la division cellulaire et la synthése de la paroi.

3.1. Caractéristiques structurales et fonctionnelles

Les STPK de type Hanks sont majoritairement membranaires, mais peuvent étre
également cytoplasmiques comme PknG de Mycobacterium tuberculosis (Cowley et al., 2004).
Dans cette partie, je décrirai plus particulierement les STPK membranaires. Elles possédent un
domaine cytoplasmique, un segment transmembranaire et une partie extracellulaire (Figure

3et6).

Domaine cytoplasmique Domaine extracellulaire

|
A
J\

Catalytique kinase m_- 1 2 3 4

Figure 6 : Organisation des STPK membranaires. Le domaine cytoplasmique est composé du domaine
catalytique (bleu clair) et d’'un domaine juxtamembranaire JUXT (bleu fongé). Le domaine
extracellulaire est composé de plusieurs domaines spécifiques (bleu turquoise). Adapté de (Manuse et
al., 2015).
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3.1.1. Le domaine cytoplasmique

Le domaine cytoplasmique est composé d’un domaine catalytique kinase conservé et
d’un domaine juxtamembranaire JUXT, proche de la membrane (Figure 6).

Le domaine JUXT est tres flexible et sa fonction n’est pas encore tres bien connue. Il
peut néanmoins étre phosphorylé, et contribuer a I'activation de la protéine-kinase et/ou a
I’'amarrage sa(ses) cible(s) (Manuse et al., 2015). Par exemple, PknB de M. tuberculosis est
phosphorylée sur deux Thréonines dans son domaine JUXT, ce qui permet la liaison de la
protéine FhaA pour participer a la morphogénese du mycoplasme (Roumestand et al., 2011).

Le domaine catalytique est constitué de douze sous-domaines conservés avec des
résidus invariables, définis comme les domaines de Hanks (Hanks et al., 1988; Manuse et al.,
2015). lls se replient en un coeur catalytique formé de deux lobes espacés par une fente ou se
place I’ATP (Figure 7). Le lobe N-terminal est impliqué dans la liaison et I'orientation de la
molécule d’ATP, alors que le lobe C-terminal est responsable de la liaison spécifique au
substrat et au transfert du groupement phosphate en position gamma de I’ATP. Dans le lobe
C-terminal une boucle d’activation, conservée chez les STPK, détermine la spécificité de
substrat et est nécessaire a l'activation de la protéine-kinase (Pereira et al., 2011; Stancik et

al., 2018).

Lobe N-terminal

Lobe C-terminal

Figure 7 : Structure du domaine catalytique de PknB de M. tuberculosis. Le domaine catalytique de
PknB (Code PDB : 1MRU) est constitué d’un lobe N-terminal constitué principalement de feuillets béta
(en jaune) et d’un lobe C-terminal composé majoritairement d’hélices alpha (en rose). L’ATP (structure
en baton grise et orange) se place entre ces deux lobes en impliquant des ions Mg?* (ovales verts).
Adapté de (Stancik et al., 2018).
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Des changements conformationnels ont lieu pour passer d’une forme inactive a active, et ainsi
permettre le transfert du phosphate de I’ATP sur les Sérines et Thréonines du(des) substrat(s)
(Manuse et al., 2015). Ceci implique a la fois la dimérisation de la protéine-kinase et la

phosphorylation de résidus conservés dans la boucle d’activation.

Bien que les mécanismes par lesquels la dimérisation conduit a I'autophosphorylation
soient mal connus, la résolution de la structure de PknB en diméres « dos a dos » de
monomeres liés par une interaction entre les lobes N-terminaux, et « face a face » de
monomeres liés par une interaction entre les lobes C-terminaux, a permis de conduire a un

modele d’activation (Figure 8).

IS

Cytoplasme

A

Figure 8 : Modéle d’activation de PknB chez M. tuberculosis. A. La fixation d’un ligand au niveau du
domaine extracellulaire de la STPK de type Hanks (4 ovales orange) induit le rapprochement des
domaines catalytiques intracellulaires des monomeéres, ce qui résulte en la formation de diméres « dos
a dos » liés par les lobes N-terminaux (ovales gris) et I'activation de la kinase par autophosphorylation
(cercles rouges « P »). B. La kinase activée peut lier et phosphoryler son substrat (ovale vert), ou activer
une kinase transmembranaire ou soluble, par la formation d’'un dimére « face a face » via les lobes C-
terminaux (ovales bleus), laquelle pourra phosphoryler sa cible. Adapté de (Pereira et al., 2011).

Dans ce modeéle, la dimérisation dos a dos induirait une activation allostérique de
chaque monomere. Puis, la forme activée de ces derniers serait capable de former un dimeére
face a face au sein duquel les Thréonines de la boucle d'activation de chaque monomere

seraient phosphorylées. Enfin, chague monomeére serait capable de phosphoryler ses cibles
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cellulaires jusqu'a ce que le systéme soit désactivé par déphosphorylation de la boucle
d'activation (Figure 8). Cependant, d’autres études ont mis en évidence que des mécanismes
alternatifs permettraient I'activation de la protéine-kinase, qui serait provoquée par la
phosphorylation en cis de la boucle d'activation (Damle & Mohanty, 2014). La dimérisation des
STPK ne serait donc pas l'unique processus d'activation et la situation pourrait étre plus

complexe.

3.1.2. Le domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire de STPK est composé de combinaisons de domaines
variables. Ils sont impliqués dans la régulation de I'activité des STPK, dans leur localisation
subcellulaire ou dans la détermination de la spécificité pour un substrat (Figure 6) (Janczarek
et al.,, 2018).

Le domaine extracellulaire est le plus souvent composé des domaines PASTA
(Penicillin-binding protein And Serine/Threonine kinase-Associated domain). Ils sont connus
pour lier des antibiotiques de la famille des B-lactames, et sont également présents dans les
PBPs (Penicillin Binding Protein) qui sont impliquées dans la synthése de la paroi (Yeats et al.,
2002). Les domaines PASTA sont exclusivement présents chez les bactéries, et leur nombre
varie selon les espéces. Par exemple, StkP de S. pneumoniae possede 4 domaines PASTA, alors
gu’il n’en est retrouvé que 3 chez PrkC de B. subtilis (Manuse et al., 2015).

Les domaines PASTA présentent une faible homologie de séquence entre eux et des
différences d’organisation. Néanmoins, ils montrent une homologie structurale, avec un
repliement globulaire de trois brins § et d’une hélice a (Figure 9). Les domaines PASTA sont
disposés linéairement dans les STPK, séparés par de courtes charnieres, alors qu’ils sont
repliés les uns contre les autres dans les PBPs (Figure 9) (Barthe et al., 2010; Gordon et al.,

2000).
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Figure 9 : Organisation structurale des
domaines PASTA. Comparaison de
I’organisation des domaines PASTA entre
Pbp2x de S. pneumoniae (Code PDB:
1QMF) et de PknB de M. tuberculosis
(Code PDB : 2KUI). Les feuillets béta sont
représentés en jaune et les hélices alpha
Attache €N rouge. Les domaines PASTA de PknB
B’/B”  sont séparés par une charniere, et

PASTA1

possedent en plus de ceux de Pbp2x des
feuillets béta supplémentaires rigidifiant
la structure, et des acides-aminés
additionnels dans la boucle en bleu

N-ter / impliquée dans la  conformation
Pbp2x PknB étendue. Adapté de (Manuse et al,
2015).

Les PASTA-STPK jouent un réle majeur dans la régulation de la division cellulaire et la
morphogéneése (Pereira et al., 2011). Il a été proposé que les domaines PASTA possederaient
la particularité d’interagir avec le peptidoglycane de la paroi cellulaire afin de réguler I'activité
kinase des STPK. En effet, l'interaction des domaines PASTA avec des fragments de
peptidoglycane influence la dimérisation de PkrC de B. subtilis, mais également de PknB de M.
tuberculosis et S. aureus (Shah et al., 2008). Il a ainsi été proposé un modele selon lequel les
domaines extracellulaires des PASTA-STPK contribueraient a la localisation cellulaire des STPK
au site actif de synthése du peptidoglycane. L‘accumulation de monomeres de STPK
permettrait d'atteindre un seuil favorisant leur dimérisation, et ainsi |'activation (Figure 8)

(Manuse et al., 2015; Mir et al., 2011).

3.2. Les phosphatases des STPK

La modification d'une protéine par phosphorylation est réversible. La
déphosphorylation est catalysée par des phosphoprotéine-phosphatases. Le nombre de
phosphatases codées par les génomes bactériens peut varier énormément et est souvent
supérieur au nombre de STPK. Néanmoins, chez certaines bactéries, comme M. tuberculosis,

une phosphatase seulement est identifiée pour onze STPK (Wehenkel et al., 2007). Il est
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intéressant de noter que les génes de certaines phosphatases sont souvent co-transcrits avec
un géne codant pour une STPK. C'est le cas pour PknB/PstP de M. tuberculosis ou encore
PrkC/PrpC de B. subtilis (Boitel et al., 2003; Gaidenko et al., 2002).

Il existe deux superfamilles de phosphatases de STPK: les PhosphoProtéines
Phosphatases PPP (PhosphoProtein Phosphatase) et les Phosphatases dépendantes des
métaux PPM (Protein Phosphatase Metal dependant). Les PPP ont une spécificité double car
elles sont capables de déphosphoryler les Sérines/Thréonines, mais aussi les Tyrosines. Un
exemple au sein de cette famille est TpbA de Pseudomonas aeruginosa impliquée dans la
formation de biofilms (Ueda & Wood, 2010). Malgré le nombre restreint de phosphatases
identifiées jusqu’a présent, la grande majorité appartient a la famille des PPM dépendantes
de Mg? ou Mn?, qui possédent un coeur catalytique conservé similaire a celui des
phosphatases eucaryotes (Kennelly, 2002). Par exemple, PstP est une PPM qui déphosphoryle
la PASTA-STPK PknB chez M. tuberculosis pour contrdler la croissance cellulaire (Boitel et al.,

2003; Pereira et al., 2011).

3.3. Lesrodles physiologiques des STPK

Les STPK et leurs phosphatases sont impliquées dans de nombreux processus
physiologiques de par leur capacité a phosphoryler ou interagir avec leurs cibles.

Chez B. subtilis, 4 STPK (PrkA, PrkC, PrkD et YabT) sont impliquées dans la formation,
la dormance et la germination des spores. PrkC est une PASTA-STPK qui interagit avec le
peptidoglycane des cellules en croissance in vitro, ce qui induit la germination. Des régulateurs
de la synthese protéique rentrent également en jeu pour controler ce processus. Notamment,
PrkC phosphoryle les GTPases ribosomales EF-G et CpgA, en réponse a la détection de
peptidoglycane, pour participer a la germination quand les conditions deviennent favorables
(Pompeo et al., 2012; Shah et al., 2008).

De nombreuses bactéries possédent des STPK impliquées dans leur virulence. PknB de
Staphylococcus aureus serait relarguée dans le milieu extérieur et est capable de phosphoryler
des cibles de I’hote afin de perturber la transduction des signaux, ou bien encore la réponse
immunitaire de I’hote (Miller et al., 2010).

Les STPK interviennent dans la division cellulaire et la synthése de la paroi. PknA et

PknB de M. tuberculosis fonctionnent de pair en tant que régulateurs de la morphogénése.
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Elles régulent la localisation, la synthése et la polymérisation de la paroi, en interagissant et
en phosphorylant diverses protéines. Par exemple PknA phosphoryle Wag31 (DivIVA) et
permet son oligomérisation aux poles cellulaires, favorisant la synthése de la paroi a cet
endroit. Wag31 phosphorylé, tout comme PknA et PknB, vont agir sur différents acteurs de la
synthése de la paroi, que je ne détaillerai pas ici, pour la réguler (Manuse et al., 2015). Une
autre STPK ayant un réle central dans ces processus est StkP de S. pneumoniae qui sera

détaillée dans la partie Ill.

4. Les Tyrosines protéine-kinases bactériennes BYK

La premiére Tyrosine protéine-kinase découverte chez les bactéries est PtkA de A.
johnsonii (Grangeasse et al., 1998). Depuis, des Tyrosines protéine-kinases bactériennes ont
été identifiées chez la plupart des Protéobactéries, Firmicutes et Actinobactéries et sont
largement étudiées. La famille la plus répandue de Tyrosine protéine-kinases est celle des BYK,
exclusivement bactérienne, que je détaillerai dans cette partie (Grangeasse et al., 2007).
Différents types de protéine-kinases phosphorylant la Tyrosine ont néanmoins été détectées.
Par exemple, DivL de Caulobacter crescentus est homologue aux protéine-kinases retrouvées
dans le TCS, mais I'Histidine typiquement conservée et phosphorylée est substituée par une
Tyrosine (J. Wu et al., 1999). D’autres protéines, ressemblant aux Tyrosines protéine-kinases
des eucaryotes, comme MasK de M. xanthus et WaaP de P. aeruginosa, pourraient posséder
une activité Tyrosine kinase, mais cette activité n'a pas été mise en évidence (Thomasson et

al., 2002; Zhao & Lam, 2002).

4.1. Organisation structurale

Les BYK sont composées d’un domaine catalytique cytoplasmique et d’'un domaine
activateur transmembranaire (Figure 3) (Grangeasse et al., 2012). L'organisation générale des
BYK difféere entre les Protéobactéries et les Firmicutes. Chez les Protéobactéries, les BYK sont
sous la forme d’une protéine membranaire unique (Figure 10). A l'inverse, chez les Firmicutes,

les deux domaines sont codés par deux genes adjacents, et sont donc séparés en deux chaines
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polypeptidiques indépendantes. Elles doivent cependant étre réunies pour que la BYK soit
fonctionnelle (Figure 10) (Grangeasse et al., 2007). Cette séparation pourrait permettre au
domaine catalytique d’interagir avec différents régulateurs. C'est ce qui est proposé par
exemple chez B. subtilis avec les BYK PtkA et PtkB. Ces protéines peuvent soit « échanger »
leurs activateurs TkmA et TkmB, soit interagir avec des régulateurs transcriptionnels, comme

SalA qui active ptkA (Klotz et al., 2016; Shi et al., 2014).

4.1.1. Le domaine activateur

Le domaine activateur permet d’ancrer la protéine-kinase a la membrane et sert de
domaine senseur modulant I'activité des BYK. Il est composé d’une large boucle extracellulaire
entre deux segments transmembranaires reliant les extrémités N-terminale et C-terminale
cytoplasmiques (Figure 10). C’'est la partie C-terminale qui est liée, ou qui interagit, avec le
domaine catalytique cytoplasmique chez les Protéobactéries ou les Firmicutes
respectivement.

La boucle extracellulaire du domaine activateur serait dédiée a des interactions
spécifiques avec des molécules influencant I'activité des BYK. Cette boucle est plus courte chez
les Firmicutes, probablement pour s’adapter a des transferts de signaux spécifiques
(Grangeasse et al., 2007). Les signaux d’activation des BYK ne sont pas encore bien connus.
Une étude mentionne que la présence d’exopolysaccharides EPS est reconnue par la domaine
activateur d’EpsA (PtkA), ce qui inhibe I'autophosphorylation d’EpsB (PtkB) pour phosphoryler
des substrats de la voie de biosynthése d’EPS chez B. subtilis (Elsholz et al., 2014).

Par ailleurs, des études structurales ont mis en évidence un motif riche en Proline, juste
avant la seconde hélice transmembranaire des BYK (Figure 10). Cette région de la BYK Wzc
d’Escherichia coli est importante pour la polymérisation et la quantité de polysaccharides

(Bechet et al., 2009; Obadia et al., 2006).
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Figure 10: Organisation des BYK chez les Protéobactéries et les Firmicutes. Les BYK des

Protéobactéries ont une unique chaine protéine membranaire avec des extrémités N-terminale et C-
terminale cytoplasmiques et une large boucle extracellulaire composée d’un domaine en épingle a
cheveux (ovale orange) et d’un motif riche en proline (ovale jaune « P ») entre deux hélices
transmembranaires (cylindres bleus). Le domaine cytoplasmique est composé d’une séquence riche
en Arginines et Lysines dit cluster RK (cercle vert « RK »), de domaines Walker A, A’ et B (cercles rose,
violet et bleu respectivement), d’'une séquence riche en Tyrosines phosphorylables (cercle bleu « Y »)
et d’'une Tyrosine interne pouvant étre phosphorylée (étoile rouge). Les BYK des Firmicutes possedent
une chaine protéiqgue membranaire similaire aux protéobactéries, hormis la longueur de la boucle
extracellulaire qui est réduite. Le domaine catalytique cytoplasmique est séparé du domaine activateur
membranaire et ne possede pas le cluster RK et la Tyrosine interne. Les sous-unités protéiques doivent
interagir (traits pointillés) pour former une BY-kinase fonctionnelle. Adapté de (Bechet et al., 2009;
Grangeasse et al., 2007; Mijakovic et al., 2016).

4.1.2. Le domaine catalytique

Le domaine catalytique cytoplasmique est composé des motifs typiques de la famille
des BYK (Figure 10). Il porte les motifs de Walker qui sont nécessaires a 'activité autokinase
de I'enzyme. Les domaines de Walker A et B sont caractéristiques des protéines liant les
nucléotides et correspondent au site de liaison a I’ATP (Grangeasse et al., 2012; Leipe et al., 2003).
Le domaine Walker A’ n’est généralement par retrouvé dans les protéines liant les
nucléotides. Il est parfois présent dans les protéine-kinases avec un motif Walker B dégénéré,
qui phosphorylent des substrats de bas poids moléculaires, ou dans une famille de GTPase

particulieres de la superfamille de MinD/Mrp (Grangeasse et al., 2007).
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A I'extrémité C-terminale du domaine catalytique se trouve un autre motif, riche en
Tyrosines, qui constitue le site d’autophosphorylation (Figure 10). Le nombre de Tyrosines
présentes est variable et leurs positions non conservées entre les BYK (Grangeasse et al., 2007;
Mijakovic et al., 2016).

Les BYK des Protéobactéries possedent également une séquence riche en Arginines et
en Lysines nommée « cluster RK » (Figure 10). Ce domaine correspond a la jonction entre le
domaine activateur et catalytique, et n’est pas retrouvé chez les Firmicutes. Son réle n’est pas
encore bien connu, mais il serait important pour la fonction de Wzc chez E. coli. La partie N-
terminale de ce « cluster » est impliquée dans la liaison au nucléotide alors que la partie C-
terminale désordonnée serait essentielle a I'activité polymérase de Wzc dans la machinerie

de synthese d’exopolysaccharides (Bechet et al., 2010).

4.1.3. Structure des BYK

La résolution de structures de BYK comme CapB de S. aureus et Wzc d’E. coli a permis
de mieux comprendre le mode de fonctionnement des BYK.

Chez le firmicute S. aureus, le domaine catalytique cytoplasmique CapB interagit avec
le domaine activateur transmembranaire CapA, ce qui stabilise la liaison au nucléotide par une
forte interaction hydrophobe, formant ainsi une BYK fonctionnelle (Olivares-lllana et al.,
2008). Il existe deux BYK chez S. aureus, CapAl/B1l et CapA2/B2. Une forme chimérique
CapA1/B2 a été construite, constituée du domaine catalytique cytoplasmique CapB2 et de la
partie cytoplasmique C-terminale du domaine activateur CapAl. Cette association permet a
CapB2 d’étre plus efficacement activée que par CapA2, et a permis de mettre en évidence le
schéma d’activation des BYK. CapB2 non phosphorylé (par mutation de la Lysine catalytique
du domaine Walker A) forme une structure octamérique en anneau, dans lequel le dernier
résidu du « cluster » de Tyrosine d’'un monomere est lié au site actif du monomere suivant
(Figure 11). Ainsi, les résidus Tyrosines du cluster sont phosphorylés en trans par une autre
molécule de BYK, puis I'octameére se dissocie en monomére pour interagir avec ses substrats
ou ses régulateurs (Olivares-lllana et al., 2008). Puisque les BYK des Firmicutes sont en deux
parties, la protéine cytoplasmique pourrait se détacher de son activateur aprés

phosphorylation.
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Figure 11 : Formation d’un octomeére en anneau par les
BYK non phosphorylées. Chaque monomeére est
représenté par une couleur différente, avec I'ATP lié

(structure en baton noir). Le diameétre interne et externe
de la structure est mentionné en Angstrom. Adapté de
(Bechet et al., 2010).

Chez la Protéobactérie E. coli, la formation d’'un anneau octamérique de monomeres
de Wzc a également été observée (Bechet et al.,, 2010). Une Tyrosine phosphorylée
additionnelle a été identifiée en dehors du cluster de Tyrosine, proche du domaine Walker A’
(Figure 10). Elle permettrait la liaison du nucléotide au site actif de I'enzyme et a 'activité
kinase (Bechet et al., 2010). Wzc serait donc activée en deux temps, avec une phosphorylation
de cette Tyrosine en cis dans un premier temps, puis phosphorylation des Tyrosines du cluster
en trans lors de la formation du complexe oligomérique. Cependant, ce résidu Tyrosine
« isolé » particulier ne semble pas phosphorylé chez toutes les BYK des Protéobactéries,
suggérant la possibilité d’autres mécanismes d’activation.

Contrairement aux Firmicutes, les BYK des Protéobactéries sont transmembranaires.
L'octamére pourrait donc ne pas étre dissocié en monoméres pour phosphoryler ses substrats
comme chez les firmicutes. Les BYK resteraient associées en anneaux oligomériques, avec une
conformation ouverte ou fermée selon une alternance de cycles de

phosphorylation/déphosphorylation (Collins et al., 2006; Tocilj et al., 2008).

4.2. Les Phosphatases des BYK

Les phosphatases des BYK sont classées en deux grandes familles ; les phosphatases
conventionnelles PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) et les phosphatases de bas poids
moléculaire LMW-PTP (Low-Molecular-Weight Protein-Tyrosine-Phosphatases) (Standish &
Morona, 2014). Les génes des phosphatases de la famille des LMW-PTP sont généralement
co-transcrits avec celui de la BYK associée chez les Protéobactéries (Grangeasse et al., 1998).
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Chez les Firmicutes, les phosphatases associées aux BYK appartiennent a une famille
ressemblant aux Phosphoestérases Histidinol Phosphate PHP (Mijakovic et al., 2005, Morona
et al., 2002). Un exemple de phosphatase de cette famille est CpsB, qui déphosphoryle la
protéine-kinase CpsCD chez S. pneumoniae (voir partie Il.2.) (Nourikyan et al., 2015). Les
phosphatases contrélent ainsi l'autophosphorylation des BYK et donc leur état

d’oligomérisation pour assurer leurs fonctions.

4.3. Lesroles physiologiques des BYK

Les BYK sont impliquées dans la régulation de processus cellulaires variés, dont les plus
décrits concernent la synthése et I'export de polysaccharides extracellulaires (capsulaires et
exopolysaccharidiques).

Les génes des BYK sont présents dans des opérons, dont les genes codent pour une
machinerie membranaire dédiée a la synthése de polysaccharides, leur assemblage dans le
cytoplasme, I'export et la polymérisation a I'extérieur de la cellule (voir partie 11.1.2.1)
(Whitfield, 2006).

Chez E. coli, 'autophosphorylation de la BYK Wzc régule positivement la biosynthése
de polysaccharides capsulaires de type |, alors que la phosphorylation d’une seconde BYK, Etk,
diminue la production d’un autre exopolysaccharide, I'acide colanique (Grangeasse et al.,
2012; Vincent et al., 2000; Wugeditsch et al., 2001). Le role régulateur des BYK impliquées
dans la synthése et I'export des polysaccharides extracellulaires n’est cependant pas encore
totalement connu. Il a été proposé que les BYK pourraient servir de support et/ou de
régulateurs spatiaux pour le recrutement de la machinerie de synthése de polysaccharides et
de ses régulateurs (Grangeasse et al., 2012). Ainsi, les cycles de phosphorylation/
déphosphorylation, associés a des conformations monomériques/octamériques,
permettraient des interactions sélectives. Un autre modele propose que la capacité des BYK a
former des canaux oligomériques dans les membranes pourrait servir de systeme de sécrétion
des polysaccharides. Notamment, la BYK Wzc interagit avec Wza, un translocon de
polysaccharides extracellulaires de la membrane externe, pour traverser les deux bicouches

lipidiques présentes chez E. coli (Dong et al., 2006; Grangeasse et al., 2012).
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Les BYK sont également capables de réguler la biosynthése des polysaccharides en
phosphorylant des substrats. Wzc phosphoryle ainsi la protéine Ugd (UDP-glucose
déshydrogénase), qui est responsable de la biosynthése du précurseur des polysaccharides

capsulaire, afin de stimuler la production d’acide colanique (Lacour et al., 2008).

Les BYK phosphorylent différents types de substrats, ce qui leur permet de réguler
d’autres processus que la synthése d’exopolysaccharides. Par exemple, la BYK Etk d’E. coli
phosphoryle les facteurs sigma et antisigma afin de moduler la réponse au choc thermique
(Lacour et al., 2008). PtkA de B. subtilis phosphoryle les protéines de liaison a ’ADN SsbA et
SsbB afin de stimuler leur capacité a lier I’ADN lors de la réplication, la recombinaison et la
réparation (Mijakovic et al., 2006). Si les BYK controlent la fonction de certaines protéines par
phosphorylation, elles peuvent en réguler d’autres en établissant des interactions. L’'exemple
de la BYK de S. pneumoniae CpsD, qui contrdle la synthese de la capsule polysaccharidique et
la coordonne avec le cycle cellulaire chez les firmicutes, sera présenté dans la partie Il

(Nourikyan et al., 2015).

5. Les protéine-kinases atypiques

5.1. Des protéine-kinases singulieres

Certaines protéine-kinases bactériennes sont dites atypiques, car elles ne rentrent pas
dans les familles de protéine-kinases décrites précédemment, tout en présentant néanmoins
certains points communs.

Les enzymes bifonctionnelles HPrK/P (HPr Kinase/Phosphorylase) et IDHK/P (Isocitrate
DésHydrogénase Kinase/Phosphorylase) possédent des domaines de Walker comme les BYK.
Elles posseédent non seulement une activité kinase, mais également phosphorylase, dont la
liaison phosphoryl est attaquée par un phosphate, et non pas par de I'eau comme avec les
phosphatases (Mijakovic et al., 2002, 2016). HprK/P, via son activité kinase ou phosphorylase
sur la protéine HPr, stimule ou réprime respectivement I'importation de glucose comme
source carbonée en fonction de sa disponibilité dans le milieu (Briickner & Titgemeyer, 2002 ;

Galinier & Deutscher, 2017). L'IDHK/P phosphoryle I'IDH (/socitrate DesHydrogénase) afin
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d’inhiber sa fonction dans le cycle de Krebs lorsque le glucose n’est pas disponible. Ceci a pour
conséquence I'activation de la voie du glyoxylate qui permet de synthétiser des intermédiaires
de ce cycle (Nimmo et al., 1984).

La Sérine/Thréonine protéine-kinase d’E. coli YihE possede, quant a elle, des similarités
avec les STPK. Elle ne possede pas les motifs signatures de Hanks caractéristiques des STPK,
mais sa structure révele un site actif en deux lobes (Figure 7) (Manuse et al., 2015; Zheng et
al.,, 2007). Cette enzyme pourrait participer a I'expression d’appendices de surface et a la
résistance a divers stress environnementaux (Dorsey-Oresto et al., 2013). C’est pour le

moment la seule enzyme de ce type décrite dans la littérature.

D’autres types de protéine-kinases existent, qui sont identifiées comme phosphorylant
un type d’acide-aminé particulier, sans posséder de motifs signatures des différentes familles
de protéine-kinases.

Par exemple, PtkA de M. tuberculosis est capable de phosphoryler les Tyrosines, mais
ne ressemble pas aux BYK. PtkA est impliquée dans la survie dans le macrophage en conditions
d’infection (Wong et al., 2018). Elle phosphoryle la phosphatase PtpA, avec laquelle elle est
co-transcrite, ce qui stimule son activité phosphatase et sa sécrétion dans le macrophage pour

limiter 'acidification, et donc favoriser la survie de la bactérie.

5.2. Les Arginines protéine-kinases

Plusieurs phosphoprotéomes ont mis en évidence que I’Arginine est également un
résidu qui peut étre phosphorylé chez les bactéries (Figure 3) (Andrews et al., 2008; Basell et
al., 2014). La résolution de la structure de I’Arginine protéine-kinase McsB de Geobacillus
stearothermophilus n’a cependant pas permis d’identifier des domaines signatures typiques
(Suskiewicz et al., 2019).

Chez B. subtilis, McsB est nécessaire au contrble qualité des protéines synthétisées,
plus particulierement lors de la réponse a un stress thermique et oxydatif (Mijakovic et al.,
2016). Sous l'influence d’un stress thermique, McsB est libérée du complexe protéase ClpCP
qui prend en charge les protéines agrégées. McsB phosphoryle alors les protéines mal repliées

sur des Arginines, ce qui constitue une étiquette stimulant la dégradation par le complexe
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protéase ClpCP. Afin de revenir a I’état initial, McsB est déphosphorylée par la phosphatase
YWIE de la famille des LMW-PTP (Zhou et al., 2019).

Un systéme de controle qualité des protéines existerait également chez M.
tuberculosis. En effet, la protéine appartenant au complexe protéase ClpCl est capable
d’interagir avec les Arginines phosphorylées. Cependant I'enzyme permettant cette

phosphorylation n'a pas été identifiée (Weinha et al., 2018).

5.3. Les protéine-kinases bactériennes ubiquitaires UbK

Une caractéristique commune a toutes les protéine-kinases est leur capacité
d’hydrolyse de la liaison phosphoester d’un nucléotide triphosphate, afin de transférer le
phosphate soit pour s’autophosphoryler, soit pour phosphoryler des substrats protéiques. La
majorité des protéine-kinases hydrolysent 'ATP et appartiennent de fait a la large famille des
protéines dites ATPases a « P-loop », c’est-a-dire capable de former une boucle autour du
phosphate gamma du nucléotide. Certaines protéine-kinases hydrolysent préférentiellement
le GTP. Chez les protéines a P-loop contenant des motifs de Walker A, il a été identifié a ce
jour deux types de repliements, caractérisés par la GTPase EF-Tu et I’ATPase RecA (Figure 12A
et C). Lidentification récente d’une activité kinase chez I’ATPase YdiB de B. subtilis a permis
de mettre en évidence un nouveau genre de protéine-kinase (Karst et al., 2009; Nguyen et al.,
2017). Le repliement de YdiB, qui posséde un motif de Walker A, est unique car il correspond
a un mélange des structures connues des protéines a P-loop au niveau de l'ordre et de
I'arrangement spatial des feuillets béta (Figure 12B). Les quatre feuillets béta sont organisés
spatialement de la méme maniére qu’au sein de la protéine RecA, mais le dernier brin est

orienté de maniere anti-paralléle comme dans la protéine EF-Tu (en rose Figure 12B).

YdiB n’a pas d’activité GTPase, mais présente une activité ATPase, qui a été reportée
comme étant faible (Karst et al., 2009). YdiB est capable de former des oligomeres qui
semblent défavoriser son activité ATPase par rapport a la forme monomérique (Karst et al.,
2009). YdiB s’autophosphoryle in vitro sur la Sérine et la Thréonine notamment, et
phosphoryle in vitro une protéine codée par un géne appartenant au méme opéron qu’ydiB,
YdiE, potentiellement impliqué dans la synthése d’'un ARNt modifié. YdiB semble également

impliquée dans la résistance au stress oxydatif (EI-Khoury et al., 2020; Nguyen et al., 2017).
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Les homologues d’YdiB chez S. pneumoniae et E. coli montrent également une activité kinase
in vitro et une organisation structurale prédite similaire. Il a été donc proposé que YdiB et ses
homologues chez S. pneumoniae et E. coli appartiennent a une nouvelle famille de protéine-
kinases, trés largement représentée dans le monde bactérien, mais inexistante chez les
Eucaryotes, ce qui leur a valu le nom d’UbK (Ubiquitous bacterial Kinase) (Nguyen et al., 2017).
De plus amples informations sur la fonction biologique d’UbK chez S. pneumoniae seront

données dans ce manuscrit, issues de mes travaux de thése.
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Figure 12 : Modélisation de la structure des protéines a P-loop. A. Structure de la GTPase EF-Tu (Code
PDB : 1EXM). B. Modélisation d’YdiB (code PDB : 5NP9). C. Structure de I’ATPase RecA (Code PDB:
1U94). Les domaine Walker A sont représentés par un brin béta coté N-terminal et une hélice alpha
coté C-terminal liés par la boucle P-loop (en rose). Les brins adjacents a celui du Walker A sont
représentés en orange, rose et noirs. Les résidus conservés sont représentés en structure a baton
(rouge, jaune et vert), 'ADP en bleu et les molécules d’eau par des sphéres bleues. YdiB possede une
structure « hybride » unique avec quatre feuillets béta comme pour RecA, mais dont le dernier est
antiparallele comme celui d’EF-Tu (en rose). Les résidus mis en évidence sont les acides-aminés
conservés impliqués dans les motifs signatures couramment retrouvés dans les ATPases/GTPases.
Adapté de (Nguyen, 2012).

Il. La bactérie Streptococcus pneumoniae

1. Caractéristiques biologiques du pneumocoque

1.1. Description générale de S. pneumoniae

Le pneumocoque est une bactérie pathogene pour I'homme. Il provoque des

infections des voies respiratoires légéres comme les otites moyennes et les sinusites, ou des
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maladies plus sévéeres telles que les pneumonies, voire des septicémies et méningites
(Henriques-Normark & Normark, 2010). Il est responsable de la mort de plus d’un million et
demi de personnes par an et touche particulierement les jeunes enfants, les personnes agées
et les personnes immunodéprimées (WHO, 2015). Le pneumocoque peut cependant vivre de
maniére asymptomatique dans le nasopharynx chez I'homme et partager sa niche avec
d’autres pathogenes respiratoires, notamment le méningocoque Neisseria meningitidis et
Haemophilus influenzae. Ces micro-organismes ont des caractéristiques communes dont la
capacité a lyser en phase stationnaire, a étre naturellement transformables et a utiliser le
méme schéma d’infection, des poumons jusqu’au sang et au cerveau (Thornton et al., 2010).
La propagation de S. pneumoniae d’une personne a I'autre s’effectue par le biais d’aérosols
avant la colonisation du nasopharynx. Sous l'influence de certains facteurs encore méconnus,
la bactérie migre vers différents organes tels que les oreilles et les sinus, les poumons, mais
également dans le sang et éventuellement le cerveau en traversant la barriere encéphalique

(Figure 13).
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La vaccination a permis de considérablement réduire les maladies causées par les

pathogenes de la niche comme H. influenzae ou N. meningitidis, et S. pneumoniae. Cependant,
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le pneumocoque continue d’échapper aux vaccins actuels et s’adapte a la pression de
sélection en modifiant ses sérotypes capsulaires. Le pneumocoque compte aujourd’hui plus
de 90 sérotypes (WHO, 2018). De plus, ce pathogene développe au fil du temps de multiples
résistances aux antibiotiques (Tacconelli et al., 2017). Le pneumocoque constitue donc un
probléeme de santé publique majeur, ce qui nécessite de développer de nouveaux traitements.
Cette stratégie requiert d’améliorer la compréhension de la biologie du pneumocoque afin de

trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.

S. pneumoniae est une bactérie anaérobie aérotolérante qui peut étre cultivée dans
des géloses additionnées de sang. Les colonies sont entourées d’une zone claire, directement
autour de la colonie, qui correspond a la lyse compléte des globules rouges, nommée -
hémolyse (Figure 14A). La partie claire est entouré d'une seconde partie verdatre qui
correspond a la zone d’a-hémolyse au sein de laquelle I’'hémoglobine est dégradée de maniére
incompléte en biliverdine (Figure 14A) (Popoola, 1972). Ces zones traduisent la libération
entre autres d’'une toxine par le pneumocoque, qui sera décrite dans la partie 11.1.2.3. de ce
chapitre.

Le pneumocoque est une bactérie ovo-diplococcale d’environ 1 um de long. Elle est
constituée de deux cellules ovoides, de forme souvent comparée a un ballon de rugby, qui
sont reliées par un pole (Figure 14B).

S. pneumoniae est une bactérie Gram positive, c’est-a-dire composée d’une paroi
épaisse reposant sur la membrane plasmique, qui entoure le cytoplasme, dans lequel se
trouve le nucléoide (Figure 14C). La bactérie est recouverte d’une capsule, qui constitue le
facteur de virulence principal du pneumocoque et joue un réle important dans I'infection (voir
partie 1.2.1.). Le pneumocoque se divise par fission binaire et duplique fidelement ses

constituants afin de conserver sa forme d’ovo-diplocoque et sa pathogénicité.

La croissance cellulaire du pneumocoque est particuliere. En effet, aprés la phase
exponentielle classique, le pneumocoque lyse alors que la plupart des autres espeéeces
bactériennes restent en phase stationnaire (Figure 14D). Pendant la phase exponentielle de
croissance et dans certaines circonstances, le pneumocoque peut devenir naturellement
compétent pour la transformation génétique, c’est-a-dire qu’il acquiert la capacité de

« capturer » de ’ADN exogéne pour éventuellement I'intégrer a son génome s’il présente de
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I’'homologie. Ceci lui permet d’exprimer de nouvelles propriétés, comme la résistance a
certains antibiotiques, ou de nouveaux sérotypes capsulaires (Hakenbeck et al., 2001;
Havarstein et al., 1997). A partir d’'une certaine densité cellulaire, le pneumocoque lyse et

libére son contenu dont des molécules impliquées dans la virulence (Martner et al., 2008).
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Figure 14: Caractéristiques générales de S. pneumoniae. A. Photographie de colonies de S.
pneumoniae étalées dans une gélose additionnée de sang. B. Microscopie optique a contraste de phase
de cellules du pneumoque. La barre d’échelle correspond a 1 um. C. Représentation artistique d’une
cellule de pneumocoque. La région centrale en violet représente le nucléoide. Le cytoplasme et ses
composés sont représentés en orange, enfermé par la membrane cellulaire en jaune. La zone en vert
clair représente la paroi. Le vert foncé correspond a la capsule polysaccharidique. La barre d’échelle
correspond a 150 nm. Extrait de (Engholm et al., 2017). D. Courbe de croissance du pneumocoque. S.
pneumoniae montre une phase de latence précédant une croissance exponentielle et la lyse (courbe
bleue a gauche). A DOssonm=0.1, le pneumocoque peut déclencher spontanément la compétence pour
la transformation génétique se matérialisant sous forme d’un pic, capter et éventuellement
recombiner par homologie a son génome, de I’ADN exogene conférant par exemple la résistance a un
antibiotique (courbe rouge traduisant en pourcentage le nombre de cellules acquérant un marqueur
de résistance a I’érythromycine en fonction du temps et de la densité). A densité optique d’environ
0,7-0,8, le pneumocoque lyse (cellule pointée par une fleche sur I'image de microscopie électronique).
Courbe de croissance réalisée au laboratoire, et images adaptées de (Eldholm et al., 2010; Waters &
Bassler, 2005).
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Dans cette partie, je décrirai le facteur de virulence principal du pneumocoque qu’est
la capsule, la protéine LytA et la pneumolysine libérées lors de I'autolyse du pneumocoque.
D’autres facteurs de virulence existent, notamment des protéines de surface impliquées dans
I’'adhésion et la colonisation du pneumocoque lors de I'infection, mais ne seront pas détaillés
dans cet exposé (Weiser et al., 2018). Dans un second temps, je détaillerai le phénoméne de

compétence, qui permet a S. pneumoniae d’acquérir de nouvelles propriétés.

1.2. Les facteurs de virulence

1.2.1. La capsule

La capsule est une couche extracellulaire de polysaccharides qui est liée a la paroi de
la bactérie. Elle constitue un manteau protecteur permettant au pneumocoque de se cacher
du systéme immunitaire (Figure 15). Elle porte des charges négatives lui permettant
d’échapper a la séquestration par le mucus, qui constitue la premiére barriere de défense de
I’'h6te. En effet, les acides sialiques présents dans le mucus sont chargés négativement, au
méme titre que la capsule, ce qui entraine une répulsion électrostatique et permet ainsi au
pneumocoque d’accéder et de s’attacher a la surface des cellules épithéliales (Weiser et al.,
2018). De plus, la capsule masque les antigenes de surface de la bactérie et la protege ainsi de
la phagocytose en limitant I'activation du complément a sa surface (Hyams et al., 2010). Au
cours de I'infection, la bactérie diminue I'épaisseur de la capsule pour découvrir ses molécules
d’adhérence aux cellules hotes (Weiser et al., 1994). Cette réduction proviendrait de

I'autolysine LytA aprés activation par des peptides antimicrobiens de I’h6te (Kietzman et al.,

2016).

Figure 15 : Image de la capsule de S. pneumoniae par Microscopie
Electronique a Transmission (MET). La paroi est visible en gris clair
tout autour de la bactérie et au milieu de la cellule ou se déroule la
synthése septale pour la constriction. La couche hétérogéne en noir
correspond a la capsule. Photographie prise au laboratoire avec la
collaboration de Caroline Grangeasse.
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La capsule est composée d'un assemblage d’unités répétées de deux a huit
saccharides, décorées de modifications comme des O-acétylations ou de groupements
additionnels tels que le pyruvate ou le phosphoglycérol (Calix et al., 2012). Les 17 génes codant
les protéines de synthese et d’assemblage de la capsule sont regroupés dans un opéron, dit
cps (Capsular Polysaccharide Synthesis), sous le contréle d’un unique promoteur (Bentley et
al., 2006). Les quatre premiers génes, cspA/B/C/D, sont retrouvés dans la plupart des
sérotypes et permettent la régulation de la synthése et I'export de la capsule (Figure 16A)
(Yother, 2011). Les genes suivants sont spécifiques d’un sérotype et impliqués dans
I'assemblage du polymére (Yother, 2011). Ainsi, ils contribuent a la diversité des sérotypes
capsulaires (Geno et al., 2015). Par exemple, la souche de laboratoire D39 possede un
sérotype de type 2, c’est-a-dire une répétition d’une unité de glucose et de trois rhamnoses,
avec une chaine latérale composée de glucose et d’acide glucuronique (Rajagopal & Walker,

2017).

La synthese de la capsule de la souche D39 commence par le chargement de 'UDP-
glucose sur I'undécaprényl-phosphate par CpsE pour I'ancrer a la membrane (Figure 16B). Les
sucres constituant la brique de base sont ajoutés un a un par CpsT, CpsF, CpsG et Cpsl. Le TDP-
Rhamnose et I"'UDP-acide glucuronique ajoutés sont produits par CpsK, CpsL, CpsM, CpsN,
CpsO. Le modele actuel propose que l'unité saccharidique soit transférée a I'extérieur de la
cellule par CpsJ et polymérisée par CpsH, dont I'activité n’a néanmoins pas été démontrée
chez le pneumocoque (Yother, 2011).

Une protéine importante pour la synthése du CPS est CpsA, qui appartient a la famille
des protéines LCP (LytR-Cps-Psr) exclusivement présente chez les Gram positifs. || a été décrit
chez B. subtilis et S. aureus que les protéines de cette famille sont impliquées dans
I'attachement de la capsule a la paroi (Stefanovi'c et al., 2021). Chez le pneumocoque,
I’absence de cpsA réduit de 29% la quantité de capsule a la surface, mais ne modifie pas son
attachement a la paroi (Eberhardt et al., 2012; Larson & Yother, 2017). Il a été proposé que la
protéine LytR, appartenant également a la famille LCP, module I'attachement de la capsule a
la paroi. La délétion de lytR conduit a la présence d’environ la moitié de la capsule dans le
surnageant de culture, de la méme maniére qu’un double mutant AcpsAAlytR (Eberhardt et
al.,, 2012; Ye et al., 2018). Puisque les protéines de la famille LCP possédent des fonctions

redondantes, il a été proposé que le réle de maintenance de niveaux normaux de capsule et
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sa rétention a la paroi pourrait étre relayé entre CpsA et LytR, par un mécanisme encore mal

connu (Stefanovi'c et al., 2021).
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Figure 16 : Mécanisme de synthése et d’assemblage de la capsule du type 2 chez S. pneumoniae. A.
Opéron des genes de la synthése et de I'assemblage de la capsule. Les génes en jaune sont ceux
impliqués dans la régulation et communément retrouvés dans la plupart des sérotypes capsulaires. Les
autres genes sont spécifiques d’'un sérotype et ici impliqués dans l'initiation et le déroulement du
processus de glycosyltransfert (en vert et en rouge respectivement), la polymérisation (en violet), la
synthése de NDP-sucres (en rose). B. Modeéle de synthese et d’assemblage de la capsule. CpsE (en vert),
transfere 'UDP-GIc sur I'undécaprényl-phosphate. CpsTFGI (en rouge) ajoutent les sucres (hexagones
colorés : le glucose est en bleu, le rhamnose en jaune et I'acide glucuronique en vert) constituant la
brique de base de la capsule sur 'UDP-Glc fixé a la membrane. CpsJ (en turquoise) externalise la brique
de base qui est polymérisée par CpsH (en violet) et assemblée a la paroi par CpsA (en jaune). Ce
processus est régulé par la BY-kinase CpsCD, controlé par la phosphatase CpsB (en jaune). Adapté de
(Nourikyan et al., 2015; Yother, 2011).

La biosynthése de la capsule est finement régulée, et notamment coordonnée au cycle

cellulaire via la protéine-kinase CpsD au niveau du site de division. Je détaillerai cette
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coordination dans la partie lll. De plus, certains signaux sont connus pour réguler la production
de la capsule. Par exemple, la détection de I'oxygéne dans le milieu par la pyruvate oxydase

SpxB adapte la production capsulaire a I’environnement (Carvalho et al., 2013).

1.2.2. LytA

La lyse cellulaire permet la libération du contenu cytoplasmique, dont des facteurs de
virulence pour promouvoir la colonisation et échapper au systéme immunitaire. L'autolysine
majeure responsable de la lyse est LytA, une hydrolase qui clive spécifiquement le
peptidoglycane (voir partie sur le remodelage de la paroi 11.2.1.5.) (Mellroth et al., 2012). Un
mutant AlytA est a la fois incapable de lyser en phase stationnaire, et résistant aux B-lactames
qui ciblent et inhibent la synthese de la paroi (Sanchez-Puelles et al., 1986).

La structure de LytA a été caractérisée et montre un domaine N-terminal amidase
permettant I’hydrolyse du peptidoglycane, et un domaine C-terminal CBD (Choline Binding
Domain) liant la choline des acides téichoiques présents dans la paroi de maniére non
covalente et réversible (Bonnet et al., 2018; Li et al., 2015). De maniére surprenante,
contrairement aux protéines liant la choline CBPs (Choline Binding Protein), LytA ne possede
pas de séquence de sécrétion alors qu’elle agit a I'extérieur de la cellule.

Un modele a été proposé selon lequel I'entrée en phase stationnaire, ou la présence
d’antibiotiques inhibant la croissance, provoquerait une inactivation de la machinerie de
synthese de la paroi, et laisserait le peptidoglycane naissant non maturé a « disposition » de
I’hydrolase LytA (Figure 17) (Bonnet et al., 2017). La libération de LytA dans le milieu conduirait
a sa fixation sur d’autres cellules au septum, et provoquerait une cascade de lyse jusqu’a
atteindre une concentration seuil de LytA extracellulaire conduisant a I'autolyse généralisée

(Bonnet et al., 2018; Mellroth et al., 2012).

1.2.3. La pneumolysine

La toxine pneumolysine (Ply) est libérée par lyse des cellules et est un facteur majeur

de la virulence du pneumocoque. Cette protéine appartient a la famille des CDCs (Cholesterol-
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Figure 17 : Modele de I’autolyse médiée par LytA. a) En phase exponentielle de croissance, une petite
partie de LytA est associée a la paroi mais n’induit pas la lyse car le peptidoglycane est « coiffé » par le
biais de modifications lors de sa maturation et ainsi protégé. b) L'entrée en phase stationnaire ou la
présence d’un antibiotique ciblant la paroi conduisant a I'inactivation de la machinerie de synthese de
la paroi, exposerait le peptidoglycane naissant non maturé, le rendant « disponible » pour LytA (c) et
conduirait a la lyse de la cellule et au relargage de LytA dans le milieu (d). e) L’hydrolase se fixe sur les
cellules voisines et induit leur lyse jusqu’a atteindre un seuil d’environ 30% (soit 0.5 pg/mL) de LytA
extracellulaire qui conduit a la lyse dans I'ensemble de la culture. Extrait de (Mellroth et al., 2012).
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Dependant Cytolysines), c’est-a-dire qu’elle lie le cholestérol des membranes des cellules
eucaryotes et forme des pores par oligomérisation, causant ainsi la lyse des cellules
eucaryotes (Tilley & Orlova, 2005). La pneumolysine permet au pneumocoque l'acces aux
nutriments de la cellule hote lors de la colonisation, mais stimule aussi la réponse
inflammatoire de I’'h6te (Kadioglu et al., 2008; Paton et al., 1993; Rubins & Janoff, 1998).

La pneumolysine est une protéine cytoplasmique dont le mécanisme de libération est
mal connu et controversé. Ply ne posséde pas de séquence signal d’export couramment
retrouvé dans la famille des CDCs et serait libérée lors de I'autolyse médiée par LytA (Garcia et
al., 1985). Pour autant, une étude met en évidence le relargage de Ply en absence de LytA, et
propose qu’elle soit exportée a la paroi via une séquence signal spécifique, par une voie
conservée également retrouvée chez B. subtilis (Balachandran et al., 2001; Price et al., 2012).
D’autres travaux ont lié la libération de Ply a la production de peroxyde d’hydrogéne par la

pyruvate oxydase SpxB, de maniére indépendante de LytA (Bryant et al., 2016).

1.3. Latransformation naturelle chez S. pneumoniae

1.3.1. La compétence

L'incroyable plasticité génomique du pneumocoque dépend principalement de sa
capacité a intégrer de 'ADN exogéne dans son génome par recombinaison homologue pour
acquérir de nouvelles propriétés d’adaptation rapide aux changements de conditions
environnementales (Straume et al., 2014). La compétence est un état physiologique qui se
développe spontanément dans une fenétre restreinte d’environ 40 min pendant la phase
exponentielle de croissance, et dont I'induction répond a des mécanismes qui ne sont pas
encore totalement connus (Johnsborg & Havarstein, 2009). Il a été montré que certains stress,
par exemple la présence d’antibiotiques en concentration sub-optimale, peuvent étre a

I'origine de son déclenchement (Prudhomme et al., 2006).

Chez le pneumocoque, il est admis que I’'ensemble des cellules de la population devient
compétent. Les bactéries sont synchronisées sous l'effet d’'une phéromone peptidique
nommée CSP (Competence Stimulating Peptide), qui est maturée et exportée dans le milieu

extérieur par le transporteur ComAB (Figure 18). Le CSP lie le récepteur Histidine kinase ComD
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d’un systéme a deux composants, située a un pole de la cellule, qui s"autophosphoryle sur un
résidu Histidine, et phosphoryle a son tour le régulateur de réponse membranaire associé
ComeE sur un résidu Aspartate. Les diméres de ComE phosphorylés quittent le péle cellulaire
pour stimuler la transcription des genes dits précoces de la compétence, parmi lesquels ceux
du CSP (comC), de ComAB, de ComD et ComE, pour générer une boucle de rétrocontrdle
positive produisant le CSP en masse (Figure 18) (Pestova et al., 1996; Straume et al., 2014). Le
facteur alternatif sigma X oX est le produit des deux génes comX1 et comX2, transcrits
également précocement sous I'effet de ComE phosphorylée lors de la compétence. Le facteur
oX induit I'expression des génes dits tardifs de compétence, dont des génes codant pour des
protéines impliquées dans les processus de transformation génétique et de fratricide
notamment (Johnsborg & Havarstein, 2009). Le fratricide correspond a la lyse des cellules non
compétentes par les cellules compétentes, et ne sera pas détaillé ici. La production de o* subit
une régulation tres fine pour empécher son accumulation en absence de hauts niveaux
d’expression de comCDE, afin que I'expression des genes de la compétence n’ait lieu de
maniere anarchique (Johnsborg & Havarstein, 2009). Notamment, la protéine ComW, dont
I’expression est contrélée par ComE, stabilise o* pour son activation et par conséquent,
controle I'expression des genes tardifs. La protéase ClpP participe a la dégradation de ComX

et ComW (Figure 18) (Sung & Morrison, 2005; Piotrowski et al., 2009).

L'induction de la compétence provoque un arrét transitoire de la croissance, et plus
précisément un délai de la constriction du fait de la présence de la protéine ComM, produite
précocement lors du développement de la compétence. Ce délai permet I'achévement de la
transformation génétique et la résolution des dimeres de chromosomes intermédiaires lors
de la recombinaison homologue. Des hypothéses suggerent I'implication de ComM dans la
protection de la cellule lors de dommages a I’ADN et/ou un réle de contréle entre la division
cellulaire et la ségrégation des chromosomes (Bergé et al., 2017). Par exemple, lors de
dommages a I’ADN dus a des antibiotiques comme la mitomycine, le systéme SOS de
réparation de I’ADN est déclenché chez E. coli. Les génes de réparation de ’ADN sont ainsi
activés, permettant notamment la production de la protéine RecA, impliquée dans la
recombinaison homologue. Le pneumocoque ne possede pas de systéeme SOS, mais

I'induction de la compétence pourrait s’y substituer. En effet, recA fait parti des génes
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précoces induits lors de la compétence, et serait impliqué dans la réparation de I’ADN

(Prudhomme et al., 2006).

Signaux environnementaux
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Figure 18 : La compétence chez S. pneumoniae. La compétence est induite par I'accumulation de CSP
(hexagone jaune), qui est le produit de comC, maturé (ovale jaune) et exporté par ComAB (squircle
bleu). Le CSP mature induit le systéme a deux composants ComDE (squircle vert et ovale violet). La
phosphorylation de ComE (phosphate P dans cercle rose) induit la boucle de rétrocontrole positive
dépendante de comAB, comCDE, de comX (comX1 et comX2) et comM (fleches colorées). Les génes
comX codent pour le facteur alternatif sigma X (0%) pour contréler I'expression des génes tardifs de la
compétence nécessaires a la transformation et au fratricide. Les protéines ComW et ClpP régulent
positivement et négativement respectivement le facteur alternatif sigma X, produit de comX. DprA agit
négativement sur ComE phosphorylé. La protéine HtrA (squircle marron) dégrade le CSP extracellulaire
et des protéines du transformasome pour contréler la compétence, et est induite par le systeme a
deux composants CiaRH (squircle rose fongé). La STPK StkP (squircle bleu fongé) participe a la
régulation de la compétence. Adapté de (Straume et al., 2014).

La fermeture de la compétence est médiée par DprA, qui est induit tardivement lors
de la compétence et localisée a un pdle cellulaire, en interagissant avec o*. DprA interagit ainsi
avec ComE phosphorylée pour I'empécher d’accéder a ses cibles, avec ComE non
phosphorylée qui agit comme un répresseur de I'induction de la compétence sur le promoteur
des genes précoces (Johnston et al.,, 2020). La protéase a Sérine HtrA dégrade le CSP

extracellulaire pour moduler I'induction de la compétence (Figure 18) (Straume et al., 2014).
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Il a été proposé que HtrA dégrade des protéines du transformasome pour arréter I'import
d’ADN dans la cellule (Liu et al., 2019). HtrA peut également étre stimulée par le TCS CiaRH
pour réguler négativement la compétence a la suite d’un stress lié a la présence d’un

antibiotique par exemple (Goémez-Mejia et al., 2017).

1.3.2. Le transformasome

Les cellules compétentes mettent en place une machinerie multiprotéique au centre
de la cellule, appelée transformasome, afin de permettre I'internalisation de ’ADN a proximité
du nucléoide, favorisant ainsi la recherche d’homologie et I'intégration éventuelle au génome
par recombinaison (Johnston et al., 2014).

Le transformasome possede un pilus de transformation qui capte I’ADN double brin
dans le milieu environnant de la cellule compétente. Ce pilus est composé de la piline majeure
ComGC, issue d’'une maturation par la prépiline peptidase PilD. Il repose sur une plateforme
composée des protéines ComGA-ComGB (Figure 19). Il a été proposé que le pilus réalise des
cycles d’extensions et de rétractations par consommation d’ATP via ComGA, pour amener
I’ADN capté a la membrane (Lam et al., 2021; Laurenceau et al., 2013, 2015).

L’ADN lie ensuite le récepteur ComEA, et la nucléase EndA dégrade un des deux brins
de I’ADN fixé. Le brin complémentaire est transporté dans le sens 3’>5’ dans la cellule par le
canal ComEC. Le transport est facilité par la translocase ComFA (Figure 19) (Straume et al.,
2014).

Dans le cytoplasme, les protéines SsbB lient I’ADN simple brin afin de le protéger
contre les nucléases endogénes et forment le « complexe d’éclipse ». A cette étape, il est
possible de constituer un réservoir d’ADN-SsbB pour optimiser les chances de transformation
(Attaiech et al., 2011). Le chargeur de recombinase DprA induit la fixation de RecA sur I’ADN,
qui se polymérise en une structure filamenteuse et donne une conformation étirée de I’ADN,
facilitant I'échange d’ADN avec le chromosome (Figure 19) (Mortier-Barriére et al., 2007;
Quevillon-Cheruel et al.,, 2012). L'intégration au génome se fait par recombinaison
homologue, si I’'hnomologie est suffisante, et implique les protéines CoiA et RadA (Burghout et
al., 2007; Desai & Morrison, 2007). RadA est une hélicase qui interagit avec RecA pour étendre
le fragment d’ADN internalisé lors de la recombinaison (Marie et al., 2017). En revanche, le

mécanisme d’action de CoiA est encore mal connu.
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Figure 19. Le transformasome de S. pneumoniae. Le transformasome est constitué d’un pilus qui
capte I’ADN double brin, composé majoritairement de ComGC, qui repose sur une plateforme ComGA-
ComGB. L’ADN double brin est pris en charge par le récepteur ComEA et la nucléase EndA dégrade un
seul brin de ’'ADN. L’ADN simple brin est internalisé dans la cellule via ComEC et ComFA, et protégé
par les protéines SsbB qui recrutent RecA par le biais de DprA pour préparer la recombinaison
homologue. D’aprés (Laurenceau et al., 2015).

2. Morphogénese et division cellulaire de S. pneumoniae

Le pneumocoque se divise en deux cellules filles identiques par fission binaire. Ce mode
de division implique la duplication fidéle du matériel génétique. Le chromosome bactérien est
ainsi répliqué et ségrégé dans chaque cellule fille. La réplication de I’ADN ne sera pas détaillée
dans cet exposé mais des publications décrivent bien ce processus, particulierement chez les
organismes modeles B. subtilis et E. coli (Dewar & Walter, 2017; Jameson & Wilkinson, 2017;
Pinho et al., 2013). La ségrégation des chromosomes est également bien décrite dans la

littérature (Badrinarayanan et al., 2015; Le & Jalal, 2020). Chez le pneumocoque, le mécanisme
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de ségrégation des chromosomes présente des particularités qui seront détaillées dans la
partie lll.

Lors des premieres étapes de la division, la bactérie positionne le site de division ou se
mettra en place un complexe protéique, appelé le divisome, qui assurera la division de la
bactérie. Le plus souvent, le divisome est présent au centre de la cellule (Pinho et al., 2013).
Divers systemes existent chez les bactéries pour déterminer le site de division et sont
présentés dans la partie 11.2.2.1.

La division du pneumocoque est semi-conservative, c’est-a-dire que la paroi néo-
synthétisée au centre de la cellule ne constitue que la moitié de celle la cellule fille, le reste

étant hérité de la cellule mére (Figure 20).

Figure 20: La division cellulaire du

pneumocoque. Une cellule unique donne
deux cellules filles. Le septum de division au
milieu de la cellule est représenté en rouge.
La paroi néosynthétisée est visualisée en

orange. Extrait de (Ducret & Grangeasse,
2017).

Je présenterai dans une premiére partie la synthese de la paroi, sa composition et les
différents acteurs impliqués dans sa synthése et son remodelage. Dans un second temps, je
décrirai succinctement les différents systémes de positionnement du site de division chez les
bactéries, en détaillant celui de S. pneumoniae. Le divisome du pneumocoque, la protéine
essentielle FtsZ qui le constitue, ainsi que ses protéines régulatrices, seront abordés. Enfin, je
décrirai les différents modeles qui permettent de concilier coordination du cycle cellulaire et

de la synthese de la paroi.
2.1. Synthese de la paroi

2.1.1. Composition de la paroi

La paroi permet a la bactérie de maintenir une forme cellulaire appropriée et de
résister a la pression osmotique (Rogers et al., 1980). Des réarrangements de sa structure

conferent au pneumocoque la résistance a certains antibiotiques, et plus particulierement aux
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B-lactames, qui ont une affinité pour les PBPs (Hakenbeck et al., 2012). La composition de la
paroi differe entre les especes bactériennes a Gram négatif et a Gram positif. Les bactéries a
Gram négatif possedent deux membranes, englobant une fine couche de peptidoglycane,
alors que les bactéries a Gram positif possédent une large couche de peptidoglycane a
I’extérieur de la membrane cytoplasmique (Bartholomew & Mittwer, 1952). Dans cette partie,
je ne présente que la constitution de la paroi des bactéries Gram positif, et plus

particulierement celle du pneumocoque.

Le constituant majeur de la paroi est le peptidoglycane, un polymére hétérogene qui
s’assemble en larges couches a I'extérieur de la cellule. Plus précisément, le peptidoglycane
est un assemblage de chaines de sucres composées d’unités disaccharidiques répétées de N-
acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM). Ces chaines sont liées entre
elles transversalement par des ponts peptidiques, de sorte a constituer un maillage tout
autour de la cellule (Figure 21A). Ces ponts peptidiques sont associés au NAM par une de leur
extrémité, et composés de cinqg acides-aminés dans l'ordre suivant : L-Alanine, D-
isoGlutamine, L-Lysine, D-Alanine et D-Alanine. Les deux derniers acides-aminés (D-Ala-D-Ala)
peuvent étre hydrolysé par des enzymes spécifiques (voir partie 11.2.1.5). Alors que la plupart
des acides-aminés des protéines sont de conformation L, la conformation miroir D confére
une résistance vis-a-vis de protéases qui pourraient compromettre I'intégrité de la paroi. La
liaison interpeptidique entre deux peptides voisins, peut étre directe, entre la D-Alanine et la
L-Lysine, ou indirecte (peptides dits branchés) par pontage via un dipeptide de L-Alanine-L-
Alanine ou de L-Sérine-L-Alanine mis en place par les enzymes MurMN (Figure 21B) (Filipe et
al., 2000). Elle permet de réticuler les chaines de sucre formant ainsi un maillage entourant la

cellule.

Dans le maillage de peptidoglycane se trouvent également les acides téichoiques qui
sont liés de maniére covalente au peptidoglycane. Les acides lipotéichoiques, sont eux, ancrés
dans la membrane plasmique (Figure 21A) (Tomasz, 1967). Les acides (lipo)-téichoiques sont
composés de répétitions complexes de 6 a 7 unités en moyenne, de quatre types de
monosaccharides polymérisés. lls sont exportés en dehors de la cellule pour étre soit fixés a
la paroi sur le NAM, soit sur une ancre lipidique pour les acides lipotéichoiques. lIs incluent

des résidus de phosphorylcholine, ce qui est peu commun parmi les bactéries. Cela rend donc
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S. pneumoniae dépendant vis-a-vis de I'apport exogene de choline dans le milieu (Tomasz,
1967). La présence de choline dans les acides téichoiques permet l'interaction avec des
protéines liant la choline, dites CBP, qui vont assurer des fonctions majeures. Par exemple,
I’hydrolase LytA impliquée dans I'autolyse du pneumocoque, et LytR qui participe a I'ancrage
des acides téichoiques et de la capsule a la paroi ainsi qu’au cycle cellulaire (Johnsborg &

Havarstein, 2009; Mellroth et al., 2012; Stefanovi'c et al., 2021).

A B

Capsule  SE—

—— Acide lipotéichoique

Acide téichoi NAC
N N ___—— Acide téichoique NAM
Paroi L-Alanine
N D-isoGlutamine
L-Lysine
NAG NAM ou D-Alanine
Membrane ;
cyto plas mique Pont peptidique L-Sérine L-Alanine
Cytoplasme

Figure 21 : Composition de la paroi du pneumocoque. A. Schéma de la paroi. Elle est majoritairement
composée de peptidoglycane constitué de chaines de deux sucres répétés : I'acide N-acétylmuramique
NAM (cercles verts) et de N-acétylglucosamine NAG (cercles orange) liés par une liaison osidique f1-4
(trait gris). Les chaines de sucres sont connectées par des ponts peptidiques (traits multicolores). La
paroi fixe les acides (lipo-)téichoiques (cercles bleu foncé) et les polysaccharides capsulaires (violet).
B. Détail des ponts peptidiques entre les chaines de glycanes. Les NAM sont liés a 3 a 5 acides-aminés :
L-Alanine (cercle jaune), D-isoGlutamine (cercle turquoise), L-Lysine (cercle violet) et D-Alanine (cercle
rose). La liaison entre deux oligopeptides est soit directe (trait gris entre le cercle rose et violet) soit
indirecte (trait gris incluant les cercles jaune et bleu correspondant a la L-Alanine et a la L-Sérine).
D’apreés (Bruslind, 2019)

Les acides téichoiques peuvent étre également alanylés, par les protéines de I'opéron
dItABCD. L’alanylation réduirait la charge négative totale de I'enveloppe cellulaire afin
d’atténuer l'interaction a des peptides antimicrobiens cationiques par exemple (Kovdacs et al.,

2006).

La paroi ancre des facteurs de virulence, comme la capsule, mais également des
protéines impliquées dans l'adhérence et la colonisation. C'est le cas des protéines
neuraminidase NanA et B-galactosidase BgaA, qui possédent un signal spécifique reconnu par

la sortase SrtA qui les fixe au précurseur du peptidoglycane, le lipide Il, puis permet leur
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incorporation a la paroi par les PBPs (voir partie suivante) (Spirig et al., 2011). L’'inactivation
de srtA conduit a la libération des facteurs de virulence, et diminue l'adhésion du

pneumocoque a des cellules humaines pharyngeales in vitro (Kharat & Tomasz, 2003).

2.1.2. Synthése du peptidoglycane

La synthése du peptidoglycane est un processus complexe de plusieurs étapes qui
commence dans le cytoplasme et se termine a I'extérieur de la cellule. Elle se déroule en
guatre grandes étapes : la synthése des précurseurs du peptidoglycane, I'export a travers la
membrane plasmique, la polymérisation et la réticulation, et enfin le remodelage pour la
maturation du peptidoglycane.

La synthése est initiée a partir du glucose, qui rentre dans la cellule par le transporteur
MalN-ManLM et subi des modifications par les enzymes GImS, GImM et GImU pour devenir
I’"UDP-GIcNAC (Figure 22). Il est converti par MurA et MurB en UDP-NAM sur lequel les acides-
aminés de I'oligopeptides sont ajoutés un a un par MurC, MurD, MurE et MurF. L'UDP-NAM-
pentapeptide est ancré a la membrane par la protéine membranaire MraY pour former le
lipide I, et converti en lipide Il par ajout de NAG par MurG. Avant son transfert dans le milieu
extérieur, le peptide fixé a NAM peut étre modifié afin de contribuer a la diversité structurale
du peptidoglycane : d’'une part les enzymes MurT/GatD peuvent convertir le D-Glu incorporé
par MurD en D-isoGIn; d’autre part les enzymes MurM/MurN peuvent rajouter un
branchement dipeptidique impliqué dans le pontage des chaines de sucre (Figure 21B) (Filipe
et al., 2001; Morlot et al., 2018).

Le transport du lipide Il a travers la membrane a initialement été attribué aux protéines
SEDS (Shape, Elongation, Division and Sporulation) RodA et FtsW. Cependant, des études chez
E. coli ont démontré que la flippase Murl] serait a I'origine de ce transport, mais aucune étude
n’a été menée a ce jour chez le pneumocoque (Sham et al., 2014). Il est donc vraissemblable
que la protéine Mur) du pneumocoque assure la translocation du lipide Il a travers la
membrane. || a également été démontré que RodA et FtsW possedent une activité
transglycosylase responsable de la synthese de la chaine de sucres (Meeske et al., 2016). Il

n’est donc pas exclu que les SEDS puissent avoir un double réle de transglycosylase et de
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flippase (Egan et al., 2020). A I'extérieur de la cellule, le lipide Il est alors pris en charge par les

PBPs et les SEDS pour assurer la polymérisation des unités disaccharidiques et la réticulation.

Le peptidoglycane peut étre modifié par O-acétylation et N-acétylation, du NAM ou du
NAG respectivement (Vollmer et al., 2019). La O-acétylation est réalisée par Adr et permet de
résister a la fois au lysozyme et a I’hydrolase LytA (Bonnet et al., 2017). La déacétylation de
NAG par PgdA augmente la charge positive de la surface bactérienne et protége contre des
agents microbiens cationiques (Vollmer et al., 2008; Vollmer & Tomasz, 2000). Par ailleurs, un
mutant ApgdA, qui empéche la N-déacétylation, est hypersensible au lysozyme en phase

stationnaire et montre une virulence atténuée (Vollmer et al., 2019).

2.1.3. Les PBPs

Le pneumocoque possede six PBPs : cing de haut poids moléculaire, et une de bas
poids moléculaire Pbp3 (DacA). Les PBPs de haut poids moléculaire sont divisées en deux
classes; les PBPs de classe A et les PBPs de classe B, en fonction de leur activités
transglycosylase TG et/ou transpeptidase TP (Tableau 1). L’activité TP permet de lier de
maniére covalente deux ponts peptidiques. L'activité TG permet I'ajout d’une unité
disaccharidique provenant du lipide Il a la chaine préexistante du peptidoglycane en
construction. Les PBPs interviennent a différents niveaux dans la synthése de la paroi (voir
partie [1.2.1.2.). Ces protéines s’associent a des régulateurs qui seront présentés dans la partie

suivante.

) ) Classe B:
L Classe A: Bifonctionnelles i
Catégorie . Monofonctionnelles
TransPeptidase et TransGlycosylase i
TransPeptidase

Essentialité non oui
Régulateurs CozEa/b MacP StkP

Tableau 1 : Classification des PBPs de S. pneumoniae. Les PBPs sont classées en fonction de leur(s)
activité(s), leur essentialité et de I'existence de régulateurs connus. D’aprés (Fenton et al., 2017, 2018;
Morlot et al., 2013; Stamsas et al., 2020; Vollmer et al., 2019).
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Figure 22 : Synthése du peptidoglycane chez S. pneumoniae. La synthese débute dans le cytoplasme
avec la synthese du lipide | qui est converti en lipide Il. Ce dernier peut subir des modifications au
niveau du pentapeptide, puis est transporté a travers la membrane plasmique. Les PBPs 1a/1b/2a et
les SEDS RodA et FtsW réalisent la transglycosylation (TG) entre deux sucres, et les PBPs 2b/2x vont
réticuler les chaines de sucres par leur activité transpeptidase TP entre les oligopeptides. D’apres
(Ducret & Grangeasse, 2021).
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Les PBPs de classe B, Pbp2b et Pbp2x, sont essentielles et possedent une unique
activité TP (Kell et al., 1993). Elles fonctionnent de pair avec les SEDS ayant une activité TG afin
de synthétiser de la paroi « primaire » au cours de la division cellulaire, qui serait ensuite
maturée par les PBPs de classe A et les hydrolases (Straume et al., 2021). La classe A comprend
les Pbpla, Pbplb et Pbp2a qui sont bifonctionnelles. Ces protéines transmembranaires
possedent un large domaine C-terminal extracellulaire portant les activités TP et TG. Chez le
pneumocoque, les PBPs de classe A ne sont pas essentielles individuellement et des mutants
de délétion de leurs genes ne montrent pas de phénotype particulier. L'absence concomitante
de pbpla/pbplb et pbp2a/pbplb génére de graves défauts chez le pneumocoque. La
croissance de ces mutants est retardée, avec une lyse précoce, et les cellules sont déformées,
grossissent par « touffe » et présentent des septa mal positionnés (Paik et al., 1999).
Cependant, le double mutant pbpla/pbp2a est synthétique létal, suggérant des fonctions
redondantes de ces protéines (Paik et al., 1999; Straume et al., 2021). Il a été proposé que la
fonction des PBPs de classe A est de détecter et de réparer les trous et imperfections du
peptidoglycane localisé en dehors des zones actives de synthese de la paroi (Straume et al.,

2021; Vigouroux et al., 2019).

Pbp3 se distingue des autres PBPs car elle ne possede pas d’activité TP ou TG, mais une
activité D,D-carboxypeptidase qui clive la D-Alanine terminale du pentapeptide pour générer
des tetrapeptides (Hakenbeck et al., 1982). Ces derniers ne peuvent pas étre utilisés par les
PBPs de haut poids moléculaire pour réaliser la transpeptidation. Ainsi, Pbp3 contréle la
disponibilité en lipide Il utilisé par les autres PBPs pour moduler la réticulation de la paroi

(Morlot et al., 2004).

2.1.4. Les régulateurs des PBPs

Dans le but de controler I'épaisseur et la réticulation du peptidoglycane, I'activité des

PBPs doit étre finement régulées (Figure 23A).

CozE (Coordinator of Zonal Elongation) est un régulateur de Pbpla du pneumocoque.
Les mutants de délétion de cozE présentent des défauts morphologiques sévéres qui

conduisent a la lyse des cellules. CozE interagit avec PBP1a et contribue a sa localisation
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cellulaire. En effet, Pbpla, habituellement localisée au septum de division, est délocalisée en

absence de cozE, ce qui conduit aux défauts morphologiques observés (Figure 23B).
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Figure 23 : Régulation des PBPs chez S. pneumoniae. A. Représentation schématique des PBPs et de
leurs régulateurs. StkP (ovale bleu clair), MacP (ovale violet clair) et CozEa/b (ovales vert clair et fongé
respectivement) régulent Pbp2x (ovale bleu), Pbp2a (ovale violet) et Pbpla (ovales jaunes)
respectivement (fleches noires). StkP phosphoryle MacP (phosphate dans oval rose et fleche rose). B.
Modeéle de régulation de Pbpla par CozEa/b. Images de microscopie a contraste de phase et a
fluorescence des différents mutants CozE, avec les cartes de chaleurs montrant la localisation de GFP-
Pbpla. Dans le panel de droite sont représentés les modéles de localisation de Pbpla (rond jaune),
CozEa (rond vert clair) et CozEb (rond vert fongé) ainsi que de la machinerie de synthése de la paroi
(en rouge). D’apres (Fenton et al., 2017, 2018; Morlot et al., 2013; Stamsas et al., 2020; Vollmer et al.,
2019).

74



Bien que Pbpla et Pbp2a semblent partager des fonctions redondantes, car leur absence
conjointe n’est pas tolérée, I'action de CozE semble spécifique a Pbpla. En effet, CozE

n’interagit pas avec Pbp2a et son absence n’affecte pas sa localisation (Fenton et al., 2017).

Une étude phylogénique a permis de déterminer que les protéines CozE sont
largement représentées au sein des espéces bactériennes. Elles sont sous-divisées en trois
familles de protéines CozE, nommées respectivement CozEa, CozEb et CozEc. Deux protéines
de la classe de CozEa et CozEb sont couramment retrouvées chez les Streptococaccae
(Stamsas et al., 2020). La protéine CozE décrite appartient a la classe CozEa et sera nommée
comme telle dans la suite de cet exposé. Un homologue de CozEa a été identifié chez le
pneumocoque, appartenant a la famille CozEb et nommée telle qu’elle. La délétion de cozEb
génere des petites cellules, mais n‘impacte pas la localisation de Pbpla, a l'inverse de ce qui
a été observé dans un mutant AcozEa. (Figure 23B) CozEb fait partie du complexe
CozEa/CozEb/Pbp1la et est capable de restaurer la croissance et la morphologie cellulaire en
absence de CozEa, de méme que la localisation septale de Pbpla. Ceci suggere une
redondance fonctionnelle entre CozEa et CozEb de relocalisation de Pbpla pour maintenir la
forme cellulaire du pneumocoque (Stamsas et al., 2020).

Des homologues de CozEa et CozEb ont également été décrits chez S. aureus et sont
requis pour une division cellulaire normale. Cependant, bien que CozEa et CozEb interagissent
chez S. aureus, elles n’interagissent pas avec les PBPs mais uniquement avec EzrA, suggérant

des mécanismes de régulation différents (Stamsas et al., 2018).

Un mutant ApbplaApbp2a n’est pas viable chez le pneumocoque, suggérant que ces
deux protéines possedent des fonctions redondantes. L'absence de pbpla requiert donc la
présence de Pbp2a pour assurer la croissance et la viabilité a sa place. Ainsi, tout mutant
synthétique Iétal comprenant la délétion de pbpla permet de caractériser un géne codant un
facteur favorisant I'activité de Pbp2a. C'est ainsi qu’un second régulateur de PBP chez le
pneumocoque a été identifié. Il s’agit de la protéine MacP (Membrane-anchored cofactor of
Pbp2a) qui interagit avec Pbp2a au septum de division et est nécessaire a son activité (Figure

23A) (Fenton et al., 2018). La phosphorylation de MacP sur une unique Thréonine est
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nécessaire pour 'activité de Pbp2a, sans toutefois moduler I'interaction entre MacP et Pbp2a
(Figure 23A) (Fenton et al., 2018).

La protéine-kinase StkP contribue a la localisation de Pbp2x au septum de division mais
ne modifie pas son activité (Figure 23A) (Morlot et al., 2013). Le role de la phosphorylation par
StkP sera détaillé dans la partie IlI.

Les autres PBPs ne possedent pas de régulateurs connus a ce jour.

2.1.5. Remodelage de la paroi

La division cellulaire nécessite non seulement la synthése de la nouvelle paroi, mais
également son remodelage. Cette maturation du peptidoglycane est essentielle pour
permettre I'incorporation de nouvelle chaine de sucre dans la paroi préexistante.

Pour cela, des hydrolases doivent dégrader spécifiquement le peptidoglycane (Figure
24). Ces enzymes sont classées en différentes familles en fonction de leur site de clivage : les
glucosidases qui hydrolysent les liaisons glycosidiques, les amidases qui coupent entre NAM
et le premier acides-aminé du peptide, et les endopeptidases et les exopeptidases qui

hydrolysent le pentapeptide (Ducret & Grangeasse, 2021).

Lysozyme N-acétylglucosaminidase
LytC '
. Y LytB N-déacétylase L-Alanine
Tranglycosylases lvtiques Q\ ¢ PedA D-isoGlutamine
MItG ~ L-Lysine
Pmp23 & D-Alanine
Ly B D Amid "
S LytA, PcsB, Cbp }- midases ® Lserine
NAG
& ~& DacB _
-2 DacA (Pbp3) Carboxypeptidases
NAM

Q-acétylation
Adr

Figure 24. Maturation du peptidoglycane. Les enzymes capables de couper entre le NAG et le NAM
sont les transglycosylases lytiques (MItG, Pmp23), le lysozyme bactérien LytC et la N-
acétylglucosaminidase LytB. Les amidases (LytA, PcsB, CbpD) clivent le peptide entre NAM et la L-
Alanine. D’autres modifications contribuent a la maturation de la paroi, comme la O-acétylation de
NAM réalisée par Adr, ou la déacétylation par PgdA sur le NAG. Adapté de (Barendt et al., 2011).
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e Les carboxypeptidases :

DacA et DacB sont des carboxypeptidases qui limitent la réticulation de la paroi. DacA,
(Pbp3) clive les extrémités D-Ala-D-Ala des pentapeptides pour générer des tetrapeptides
(Morlot et al., 2004). DacB agit aprés action de DacA, et clive quant a elle les extrémités L-Lys-
D-Ala pour former des tripeptides (Vollmer et al., 2019). Les mutants de délétion de dacA et
dacB montrent des défauts dans la morphologie et la septation, traduisant que la disponibilité
de pentapeptide et de tetrapeptide est importante pour le remodelage de la paroi (Barendt

et al.,, 2011).

e Les hydrolases de la paroi :

LytB est une N-acétylglucosaminidase sécrétée qui hydrolyse la liaison glycosidique B1-
4 entre le NAG et le NAM (Figure 24), avec une préférence pour les muropeptides non réticulés
(Rico-Lastres et al., 2015). Elle posséde des domaines de liaison a la choline lui permettant
d’interagir avec les acides téichoiques, nécessaires a son activité d’hydrolase (Rico-Lastres et
al.,, 2015). Son absence conduit a la formation de chaines, suggérant un réle tardif dans la
division, ce que tend a confirmer sa localisation aux pdles cellulaires dépendante de StkP (de
Las Rivas et al., 2002; Zucchini et al., 2017).

MItG et Pmp23 sont des transglycosylases lytiques de la famille des lysozymes
bactériens qui hydrolysent la liaison glycosidique (Figure 24). Ces enzymes de remodelage de
la paroi interviennent dans le cycle cellulaire. MItG régulerait I'élongation (Winther et al.,
2020) alors que Pmp23 est requise pour I'assemblage et/ou la stabilité de la machinerie de
division. En effet la délétion de pmp23 génére de grosses cellules de forme anormale avec un
taux de réticulation élevé, et une mauvaise localisation de FtsZ, de Pbp2b et Pbp2x, mais aussi
de MapZ (Jacq et al., 2018).

L'activité de PcsB n'a pas été caractérisé précisement mais elle agirait comme une
endopeptidase ou une amidase (Figure 24). Elle est également impliquée dans la séparation
des cellules filles et est recrutée au septum par les protéines FtsEX. Il a été proposé un modéle
selon lequel FtsX permet la localisation au septum de PcsB et I’ATPase FtsE induit un

changement conformationnel de PcsB révélant son activité hydrolytique (Bartual et al., 2014).
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2.2. Composition et assemblage de la machinerie de division

Le plus souvent chez les bactéries, I'initiation de la division cellulaire nécessite
I'identification précise du centre de la cellule pour recruter la machinerie multiprotéique de
division, dite divisome, a I'origine de la nouvelle paroi de la cellule fille et de leur séparation
par constriction en deux cellules identiques (Adams & Errington, 2009). Une des protéines
majeures de ce complexe est FtsZ (Filamentous Temperature Sensitive Z), majoritairement
conservée au sein des espéces bactériennes. FtsZ forme une structure ressemblant a un
anneau (dit anneau Z) au milieu de la cellule pour réaliser la constriction et une division
cellulaire optimale (Du & Lutkenhaus, 2019; Mateos-Gil et al., 2019). Son positionnement est
finement régulé spatio-temporellement. Je présenterai dans cette partie les stratégies qu’ont
mises en place les bactéries pour « identifier » le milieu de la cellule. Je décrirai ensuite la
protéine FtsZ, et présenterai ses différents régulateurs. Enfin, je relaterai les modeles décrits

de la coordination du cycle cellulaire avec la synthése de la paroi.

2.2.1. Mise en place du site de division

Les bactéries ont mis en place des mécanismes pour identifier le centre de la
cellule dits de positionnement négatif ou positif, qui inhibent ou favorisent respectivement la
polymérisation de I'anneau Z.

Je ne détaillerai pas dans cet exposé les systéemes de positionnement négatif car ils
sont absents chez S. pneumoniae. Brievement, les bactéries modeéles E. coli et B. subtilis ont
mis en place le systtme Min (Min Cell) et NO (Nucleoid Occlusion), qui permettent
I'assemblage de I’'anneau Z au milieu de la cellule, de maniére coordonnée avec la réplication
et la ségrégation des chromosomes. C. crescentus posséde la protéine MipZ qui limite la
formation de I'anneau Z au milieu de la cellule ou la concentration de MipZ est la plus faible.
Ces systémes sont trés bien décrits dans plusieurs revues (Kiekebusch & Thanbichler, 2014; Pinho
et al., 2013; Rowlett & Margolin, 2015).

Les systemes de positionnement positif impliquent une protéine spécifique en charge
de l'identification du site de division et du recrutement consécutif de FtsZ. Je décris ici
guelques exemples chez Streptomyces coelicolor, M. xanthus et enfin S. pneumoniae (Figure

25).
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Figure 25. Schéma des systémes de positionnement positif. A. Systeme de positionnement positif
chez S. coelicolor. La protéine membranaire SsgA (ovales rose) identifie le site de remodellage de la
paroi, et recrute Ssg (ovales violets). Ce dernier recrute FtsZ (ovales verts) et favorise sa polymérisation
(anneau vert). B. Systéme de positionnement positif chez M. xanthus. Les protéines PomXYZ (ovales
rose foncé) forment un complexe afin de recruter FtsZ (anneau Z) au milieu de la cellule. Adapté de
(Schumacher et al., 2017; Willemse et al., 2010).

2.2.1.1. SsgAB

Le systeme de positionnement positif chez S. coelicor dépend des protéines SsgA et
SsgB. La protéine membranaire SsgA marque le site de remodelage de la paroi et donc le
centre de la bactérie (Noens et al., 2007). SsgA recrute la protéine associée a la membrane
SsgB, qui interagit avec FtsZ et I'ancre a la membrane. SsgB est donc responsable du
recrutement de FtsZ au centre de la cellule, et pourrait favoriser sa polymérisation en anneau
Z (Figure 25A) (Willemse et al., 2010). Les mécanismes moléculaires du positionnement de

SsgA et SsgB ne sont pas encore bien connus.
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2.2.1.2. PomXYZ

Chez M. xanthus, le positionnement de FtsZ est réalisé par les protéines PomX, PomY
et PomZ (Figure 25B). PomZ (Positioning at Midcell of FtsZ), une ATPase de la famille de ParA,
est capable a la fois de fixer le nucléoide sous forme de dimeére, et de s’associer au cluster
protéique PomXY afin de se positionner au site de division aprés la ségrégation des
chromosomes pour recruter FtsZ (Schumacher et al., 2017; Treuner-Lange et al., 2013). Une
étude in vivo a démontré que le domaine N-terminal de PomX stimule I'activité ATPase de
PomZ et que son domaine C-terminal régit ses interactions protéiques. La liaison de PomX a
PomY favorise la formation du complexe PomXYZ, alors que son interaction avec PomZ

déstabilise le complexe lors de la division (Schumacher et al., 2021).

2.2.1.3, MapZ

MapZ (Midcell Anchored Protein Z) ou LocZ (Localization at midcell of FtsZ) est une
protéine membranaire de S. pneumoniae. Elle permet 'identification du site de division pour
le positionnement de FtsZ, et régule la constriction cellulaire en fonction de sa
phosphorylation par StkP (voir partie Ill.1.) (Fleurie et al., 2014a; Holeckova et al., 2014).
L'absence de MapZ conduit a des défauts majeurs de localisation de FtsZ qui ne trouve pas le
plan de division orthogonal, et par conséquent a des défauts de morphogénése et de
répartition des nucléoides fils (Fleurie et al., 2014a).

MapZ montre un profil de localisation qui varie en fonction du cycle cellulaire. Elle
forme un anneau au milieu de la cellule avec FtsZ. Cet anneau se sépare ensuite en deux
anneaux qui se répartissent de part et d’autre du septum de division et qui s'éloignent I'un de
I'autre a la méme vitesse que I'élongation cellulaire (Figure 26A). Lorsque que I'élongation est
terminée, MapZ balise donc les futurs sites de division a I'équateur cellulaire, a I'interface
entre I'ancienne et la nouvelle paroi. Plus tardivement lors de la division, un troisieme anneau
se forme au milieu de la cellule, l1a oU se déroule la constriction (Figure 26A). MapZ est une
protéine membranaire avec des domaines N-terminale cytoplasmique et C-terminale
extracellulaire. L’analyse de la structure de MapZ a permis de déterminer que son extrémité
C-terminale interagit avec le peptidoglycane, et se trouve de ce fait a I'interface entre I'ancien

et le nouveau peptidoglycane tout au long du cycle cellulaire (Figure 26B). MapZ n’est pas
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capable de lier le peptidoglycane d’autres especes comme E. coli ou B. subtilis, ce qui suggere

une reconnaissance spécifique de la paroi du peptidoglycane de S. pneumoniae.

Wild-type Ancienne paroi
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Figure 26 : Le systeme MapZ chez le pneumocoque. A. Localisation de MapZ couplée a la GFP (en vert)
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et de FtsZ couplée a la RFP (en rouge) lors de différentes étapes du cycle cellulaire, par microscopie a
contraste de phase et fluorescence et représentation schématique a gauche des images. La
colocalisation des deux protéines se traduit par un signal jaune. B. Structure de MapZ a l'interface
entre |I'ancienne paroi (vert foncé) et la nouvelle (vert clair). MapZ possede des domaines N-terminal
cytoplasmique et C-terminal extracellulaire avec un segment transmembranaire. La partie
extracellulaire en bleu correspond a un sous-domaine servant de piédestal pour le sous-domaine en
rouge qui se lie au peptidoglycane ; les deux sont séparés par un domaine linker flexible (en jaune). La
partie cytoplasmique de MapZ est principalement intrinséquement désordonnée et possede deux
régions ayant tendance a former des hélices amphipathiques (des résidus 45 a 68 et 79 a 95)
interagissant avec la membrane. C’'est la partie trés conservée et dépliée de MapZ qui interagit avec
FtsZ (résidus 17 a 43). La phosphorylation de MapZ a lieu sur les résidus T67 et T78 par StkP. Extrait de
(Fleurie et al., 2014a) et d’aprés (Hosek et al., 2020).

Le domaine N-terminal cytoplasmique de MapZ interagit avec FtsZ mais également
avec la membrane. La liaison a FtsZ n’affecte pas les propriétés structurales de MapZ, dont le
domaine N-terminal est intrinsequement désordonné, et ne semble pas modifier le statut de
polymérisation de FtsZ. Il a été proposé un modeéle selon lequel MapZ pourrait lier
alternativement FtsZ et/ou la membrane afin de permettre I'assemblage du divisome et
moduler la constriction cellulaire en modifiant la fluidité membranaire au site de constriction
(Hosek et al., 2020). Le domaine cytoplasmique de MapZ est phosphorylé sur deux Thréonines
par StkP. Je détaillerai plus en détail le role de la phosphorylation de MapZ par StkP dans la

partie lll.1.
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2.2.2. Ledivisome

Une fois le centre de la cellule identifiée, la division cellulaire est réalisée par le
divisome. Ce dernier regroupe plusieurs protéines impliquées dans la synthése de la paroi et
dans la constriction des deux cellules filles par I'anneau FtsZ. Dans cette partie, j'aborde
uniguement les protéines du divisome de S pneumoniae, en particulier la protéine majeure
recrutant et composant le divisome, FtsZ, ainsi que les protéines régulant sa fonction. Dans
un second temps, je décris les différents modeles qui détaillent la synthése du peptidoglycane

par le divisome.

2.2.2.1. FtsZ

Le recrutement et la polymérisation de FtsZ au centre de la cellule permettent la mise
en place et l'organisation du complexe protéique divisome. De plus, FtsZ coordonne les
synthéses longitudinale et septale de la paroi, nécessaires a I’élongation et la constriction de
la cellule respectivement (Du & Lutkenhaus, 2019).

FtsZ est une GTPase homologue aux tubulines eucaryotes, conservée chez les
Bactéries, qui possede la propriété de se polymériser en protofilaments par hydrolyse du GTP
pour former un anneau Z. Des études ont mis en évidence que I'anneau Z formé au milieu de
la cellule est discontinu (Jacq et al.,, 2014). Les « patchs » de FtsZ sont dynamiques et
directionnels. On compare I'anneau Z a un « tapis de course », au sein duquel les monomeres
de FtsZ-GTP sont ajoutés d’un co6té, et ceux de FtsZ-GDP enlevés de I'autre, conduisant a un

anneau constrictif dont le diametre se réduit (Figure 27). (Perez et al., 2019).

{\.FtSZfGTP
Figure 27 : Formation de ’anneau Z au milieu de la cellule.

Les monomeéres de FtsZ-GTP (cercles vert foncé)

polymérisent en protofilaments, qui s’ancrent a |Ia
l membrane par l'intermédiaire de FtsA (cercles jaunes). La
dynamique de I'anneau en « tapis de course » provient de
I'ajout de FtsZ-GTP d’un c6té et de I’élimination de FtsZ-GDP
(cercles vert clair) de 'autre. D’aprés (Bisson-Filho et al.,
2017; Du & Lutkenhaus, 2019).
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2.2.2.2. Les protéines régulatrices de I'anneau Z

L’anneau Z est ancré a la membrane et stabilisé par différentes protéines régulatrices.

o FtsA:

FtsA, une protéine membranaire homologue a I'actine, ancre lI'anneau Z a la
membrane (Figure 27 et 29). FtsA arrive immédiatement aprés le recrutement de FtsZ au
milieu de la cellule et est capable, comme FtsZ, de former un anneau discontinu, et de
stabiliser I'anneau Z (Mura et al., 2017). La déplétion de FtsA provoque la délocalisation de
FtsZ apres son recrutement a la membrane. FtsA est une protéine largement répandue chez
les bactéries mais dont I'essentialité semble dépendante de I'espece. Elle est par exemple
essentielle chez S. pneumoniae et E. coli, mais dispensable chez B. subtilis, suggérant la
présence d'autres protéines ayant une fonction complémentaire et/ou similaire (Lara et al.,

2005).

e ZapAB:

Les protéines ZapA et ZapB contribuent également a la stabilisation de I'anneau FtsZ
chez plusieurs bactéries. Cependant, aucune étude n’a été menée sur leur role chez le
pneumocoque. Il a été montré que ZapA d’E. coli stabilise I'anneau Z en interagissant avec FtsZ
pour aligner ses protofilaments et ainsi former une structure plus ordonnée. De plus, ZapA
inhibe la capacité d’hydrolyse du GTP par FtsZ et modifie sa dynamique. Il en résulte un
anneau Z plus ordonné, et ainsi plus stable (Figure 28) (Caldas et al., 2019). ZapB est recrutée
par ZapA, et est également capable de se polymériser pour former un anneau qui serait a
I'intérieur de de I'anneau Z, contribuant ainsi a la stabilisation de ce dernier (Galli & Gerdes,
2010). Par ailleurs, la protéine ZapB interagit avec la région de la terminaison de la réplication
ter du chromosome par lintermédiaire de MatP (Macrodomain ter Protein) afin de
coordonner la division cellulaire avec la réplication et la ségrégation des chromosomes chez

E. coli (Annik et al., 2016).
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Figure 28 : Régulation de 'anneau Z par la protéine ZapA. ZapA (en rouge) lie les protofilaments de
FtsZ (en bleu) (1.), ce qui facilite leur association (2.) jusqu’a formation d’un réseau de protofilaments
alignés de FtsZ (3.). L'anneau Z initialement trés dynamique et peu ordonné (4.), devient une structure
plus alignée et plus stable (5.). Issu de (Caldas et al., 2019).

o SepF:

SepF (Septum Forming) est une protéine membranaire initialement identifiée chez B.
subtilis, qui interagit avec FtsZ et stabilise I'anneau Z. Elle stimule la polymérisation de FtsZ et
inhibe son activité GTPase pour limiter son désassemblage (Hamoen et al., 2006; Singh et al.,
2008). Elle partage une fonction redondante avec FtsA, qui consiste a ancrer FtsZ a la
membrane. Une étude récente chez Corynebacterium glutamicum, qui ne posséde
vraisemblablement que SepF comme régulateur de FtsZ, propose que SepF joue un role
multiple dans la fonction et I'assemblage de I'anneau Z. D’une part, la formation de complexes
FtsZ-SepF dans le cytoplasme stimulerait 'assemblage des filaments de FtsZ. Les formes
homodimériques de SepF interagiraient avec les filaments de FtsZ et les ancreraient a la
membrane alors que les formes polymérisées de SepF seraient impliquées dans le remodelage
de la bicouche lipidique pour la formation du septum (Sogues et al., 2020).

Chez le pneumocoque, la délétion de sepF, génére des cellules allongées et élargies
avec de multiples septa, présentant néanmoins une localisation correcte de FtsZ (Fadda et al.,
2003; Mura et al., 2017). La surproduction de FtsA compense les défauts morphologiques
observés dans un mutant AsepF du pneumocoque, suggérant un réle redondant entre FtsA et

SepF en lien avec la constriction réalisée par FtsZ (Mura et al., 2017).
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o EzrA:

EzrA (Extra Z rings A) interagit avec FtsZ pour bloquer sa polymérisation en réduisant
la capacité de FtsZ a lier le GTP (Chung et al., 2006). L’étude de la structure d’EzrA chez B.
subtilis a montré qu’elle forme une arche autour de FtsZ, limitant ainsi sa polymérisation
(Figure 29) (Cleverley et al., 2014). La régulation par EzrA permet ainsi d’empécher la
formation aberrante d’anneaux Z multiples. En effet, plusieurs anneaux par cellule sont
présents chez B. subtilis dans un mutant AezrA (Levin et al., 1999). EzrA interagit avec FtsZ par
sa queue C-terminale, tout comme FtsA, suggérant une compétition entre ces deux
régulateurs de I'anneau Z (Singh et al., 2007). Au cours du cycle cellulaire, I'ensemble des
protéines FtsZ, FtsA et EzrA migrent aux futurs sites de division préalablement définis par

MapZ (Perez et al., 2019).

Filaments de FtsZ
EzrA

Cytoplasme

I Membrane
LA cytoplasmique

=

Filaments de FtsA

Figure 28 : Modeéle d’interaction d’EzrA avec FtsZ et FtsA. Les protofilaments de FtsZ (en vert) sont
ancrés a la membrane par la protéine FtsA (en rouge), capable également de former des
protofilaments. EzrA forme une arche autour de FtsZ afin de limiter sa polymérisation. Les variations
de couleur montrent I'implication de plusieurs monomeres, avec notamment un dimére d’EzrA (bleu
clair et foncé). Adapté de (Cleverley et al., 2014).
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2.2.3. Assemblage de la paroi au cours de la division cellulaire

Le divisome permet de coordonner la synthéese de paroi, nécessaire pour I’élongation,
et la constriction de la cellule (Figure 30). Ce processus doit étre finement régulé pour assurer
la division cellulaire et maintenir la forme caractéristique de la bactérie. Les processus
d’assemblage de la paroi sont bien décrits chez les organismes modeéles tels que E. coli et B.
subtilis pour lesquels sont proposées deux machineries distinctes de synthéese de la paroi.
Ainsi, une machinerie de synthése longitudinale, nommée I’élongasome, assure I’élongation
cellulaire, alors que le divisome permet la synthése septale de peptidoglycane. L’élongasome
correspond a un complexe multiprotéique s’organisant autour de la protéine MreB,
couramment retrouvé chez les bactéries en forme de batonnet (bacilles), mais absent chez le
pneumocoque. Le divisome est sous le contrdle de FtsZ dont l'anneau Z rétrécit
progressivement au fur et a mesure de la synthése septale. L'organisation spatiale et
temporelle de ces deux machineries est gérée par des partenaires spécifiques (Egan et al.,

2020).

Synthése longitudinale

4—1—

1

Synthese septale

Figure 30 : Machinerie de synthése du peptidoglycane au cours de la division cellulaire chez le
pneumocoque. La synthése longitudinale (en rouge) permet I'élongation cellulaire alors que la
synthése septale (en rouge foncé) permet la constriction. Le zoom dans le carré noir correspond au
regroupement des protéines de la machinerie de synthese de la paroi au milieu de la cellule. 1a, 2a,
2b, 2x correspondent aux protéines PBPs du méme nom. D’apres (Vollmer et al., 2019).

Le pneumocoque, de forme ovoide, possede des protéines homologues a celles
impliquées dans les systémes décrits chez E. coli et B. subtilis. Cependant, I'absence de MreB

et la rétention du systéme de synthése de peptidoglycane au centre de la cellule, suggérent
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que FtsZ coordonnerait soit deux machineries distinctes permettant |'élongation et la
constriction du pneumocoque, soit une seule machine qui assurerait les deux fonctions
(Fleurie et al., 2014b). Dans cette partie, je présenterai donc ces différents modeles, ainsi que
les plus récents développements visant a comprendre comment ils pourraient fonctionner

(Trouve et al., 2021).

2.2.3.1. Modeéle de synthese a deux machineries

Un premier modele suggere que les machineries de synthése périphérique et septale
de la paroi sont indépendantes chez le pneumocoque. Il est basé sur I'analogie avec les
machineries des bactéries en forme de batonnet, mais également sur la localisation
différenciée des protéines majeures composant ces machineries au cours du cycle cellulaire

(Figure 31) (Morlot et al., 2003; Perez et al., 2020).
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Figure 31: Modeéle schématique de la synthése du peptidoglycane par deux machineries de
synthése. La machinerie de synthése septale (ovales roses) permet de séparer les deux cellules filles.
La machinerie de synthése périphérique (ovales verts) et les enzymes de remodelage de la paroi
(ovales jaunes) allongent les cellules filles (nouvelle paroi en bleu clair et ancienne paroi en bleu foncé).
L'anneau FtsZ est représenté en cercle gris pointillé et migre aux futurs sites de division au fur et a
mesure de la constriction. Les machineries de synthése restent au septum de division jusqu’a la phase
tardive de division qui correspond a la constriction. Le panel de droite représente une vue depuis |'axe
longitudinal des cellules positionnées verticalement. Les machineries sont reparties en noeuds le long
de I'anneau FtsZ. L’anneau septal se referme au fur et a mesure de la division cellulaire (cercle plein
bleu clair). La machinerie de synthése septale forme un anneau interne par rapport a celui contenant
la machinerie de synthése périphérique et des enzymes de remodelage de la paroi. Adapté de (Perez
et al., 2020).
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Les protéines d’assemblage du peptidoglycane s’organisent au début de la division au
niveau de I'anneau Z pour réaliser la synthese périphérique et septale. La constriction dépend
de la synthése de la paroi entre les deux cellules filles, ainsi que de la dynamique de FtsZ, dont
I’'anneau diminue progressivement au milieu de la cellule en fournissant I'énergie nécessaire
a I'invagination de la membrane (Du & Lutkenhaus, 2019). Les hydrolases du peptidoglycane
participent également a son remodelage pour séparer les deux cellules filles (Figure 24)

(Massidda et al., 2013).

Chez le pneumocoque, |'élongasome est notamment composé des protéines Pbp2b,
RodA, MreC et MreD (Figure 32) (Zapun et al., 2008). Pbp2b fonctionne avec sa SEDS associée
RodA pour assurer la synthese périphérique de peptidoglycane (Perez et al., 2020). En effet,
la déplétion de Pbp2b conduit a de longues chaines de petites cellules en formes de lentilles
(Berg et al., 2013). Les protéines MreC et MreD dirigent la synthése périphérique en formant
un complexe qui controle I'activité et la localisation de Pbpla (Land & Winkler, 2011). De plus,
les protéines CozEa et CozEb (voir partie 11.2.1.4.), participent au recrutement de Pbpla et
dirigent son I'activité au milieu de la cellule ou elle promeut I'’élongation.

L'inactivation de la transglycosylase lytique présumée, MItG, supprimerait le
recrutement de I'élongasome chez S. pneumoniae. || a été proposé que cette protéine
enléverait les brins de glycane naissants de leur ancre membranaire pour faciliter leur

incorporation dans le peptidoglycane par Pbp2b et RodA (Tsui et al., 2016).

Le divisome, responsable de la synthése septale et de la constriction cellulaire est
composé chez le pneumocoque de Pbp2x et de la SEDS associée FtsW (Figure 32) (voir partie
11.2.1.2). La déplétion de Pbp2x génére des cellules allongées en forme de citron, traduisant
effectivement un role dans la septation (Berg et al., 2013). Chez E. coli, il a été démontré qu’un
complexe tripartite est formé par les protéines FtsQ, FtsB et FtsL au septum de division. Le
recrutement de ces protéines dépendrait de FtsK, décrite comme une translocase a ADN, qui
connecterait la division cellulaire a la ségrégation des chromosomes (Buddelmeijer &
Beckwith, 2004). Les homologues des protéines FtsQBL chez le pneumocoque forment un
complexe in vitro avec Pbp2x et FtsW, mais leurs rdéles ne sont pas bien connus (Philippe et

al., 2014).
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Figure 32 : Schéma de la composition des deux machineries de synthése du peptidoglycane. La

machinerie de synthése longitudinale qui permet I'élongation cellulaire est composée de Pbp2b, RodA,
MreC, MreD, MItG, CozEa/b et d’EloR. La machinerie de synthése septale comporte Pbp2x, FtsW, FtsL,
DivIB et DivIC. Pbpla, GpsB et DivIVA sont présentes dans les deux machineries de synthése avec EzrA
qui les connecte a FtsZ. Adapté de (Sham et al., 2012).

Certaines protéines sont retrouvées dans les deux machineries de synthése du
peptidoglycane. C’est notamment le cas de Pbpla, dont la « navette » entre les sites
d’élongation et de division serait assurée par EzrA et GpsB, comme il I'a été décrit chez B.
subtilis (Claessen et al., 2008). GpsB a été montrée comme interagissant avec différents
composants des deux machineries chez le pneumocoque : MreC, Pbpla et Pbp2x, ainsi que
Pbp2b indirectement (Cleverley et al., 2019). De plus, en absence de gpsB, le pneumocoque
montre des cellules allongées avec de multiples anneaux, ce qui suggere un réle dans la
synthése septale (Fleurie et al., 2014b; Land et al., 2013). L'absence du paralogue de GpsB,
DivIVA, génére des chaines constituées de petites cellules indiquant plutét un réle dans la
synthese périphérique.

Comme le pneumocoque ne possede pas la protéine MreB qui coordonne les deux
machineries comme dans les bactéries en forme de batonnet comme E. coli, il est proposé que
FtsZ assure ce rOle via la protéine EzrA, qui interagit avec GpsB et DivIVA (Fleurie et al., 2014b;

Sham et al., 2012).
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2.2.3.2. Modeéle de synthése a une machinerie

Un autre modele suggere que le pneumocoque ne possede qu’une seule machinerie
de synthése du peptidoglycane, composée de Pbp2b/RodA et Pbp2x/FtsW. Ce modéle repose
sur I'observation des mutants AdivIVA et AgpsB (Figure 33).

WT AdivIVA AgpsB

SEM

Contraste de phase
FtsZ-gfp

Figure 33 : Caractéristiques des mutants AgpsB et AdivIVA. Images de microscopie électronique a

balayage (SEM) et de microscopie électronique a transmission (MET) avec une barre d’échelle de 1 um
de la souche sauvage du pneumocoque (WT) et des mutants de délétion de divIVA et de gpsB. Les
étoiles sur les images de MET correspondent a des défauts d’initiations de septation. La troisieme ligne
correspond a des images de microscopie optique a fluorescence dans des souches de pneumocoque
exprimant FtsZ-GFP (signal vert). Adapté de (Fleurie et al., 2014b).

Un mutant AdivIVA montre de longues chaines de petites cellules, traduisant un réle
de DivIVA dans I’élongation. A l'inverse, en absence de gpsB, les cellules sont allongées et non
constrites, ce qui suggére un role de GpsB dans la septation. Pbp2x et FtsW, qui contribuent a
la septation, sont toujours essentielles dans un mutant AgpsB. De la méme maniére, Pbp2b et
RodA, qui sont impliquées dans la synthése périphérique, sont toujours essentielles en

absence de divIVA (Fleurie et al., 2014b). Ceci indique que, bien que Pbp2b et Pbp2x soient

90



responsables des synthéses périphérique et septale respectivement, RodA, Pbp2b, FtsW et
Pbp2x sont nécessaires pour les deux types de synthése. De plus, Pbp2b/RodA et Pbp2x/FtsW
co-localisent avec FtsZ et montrent toutes un profil hélicoidal similaire a celui de FtsZ dans des
cellules AgpsB (Figure 33) (Fleurie et al., 2014b). Ces données supportent qu’un seul complexe
est en charge de la synthese de la paroi, coordonné par FtsZ pour maintenir la forme ovoide

du pneumocoque.

Il a donc été proposé qu’il n’existerait qu’une seule machinerie de synthése de la paroi
chez le pneumocoque, coordonnée par FtsZ et régulée par la triade DivIVA/GpsB/StkP. Il a été
démontré que DivIVA est phosphorylée par StkP, et que cette forme favorise la synthese
septale, alors que la forme non phosphorylée de DivIVA promeut I'élongation cellulaire. GpsB
est requise pour la localisation de StkP au site de division et pour son activité kinase (Fleurie
et al., 2014b). Ainsi, GpsB favoriserait la synthése septale et agirait comme un régulateur

négatif de DivIVA pour limiter la synthése périphérique (Figure 34).
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Figure 34 : Modeéle de la coordination des synthéses périphérique et septale chez le pneumocoque.
A. Régulation des machineries de synthése par la triade DivIVA/GpsB/StkP. La machinerie de synthese
périphérique est représentée en orange avec Pbp2b (cercle vert 2b) et RodA (cercle bleu A) alors que
la machinerie de synthése septale est représentée en rouge avec Pbp2x (cercle vert 2x) et FtsW (cercle
bleu W). Les deux machineries sont connectées a I'anneau Z par EzrA (ovale vert foncé). Le schéma de
gauche montre une synthése périphérique activée, du fait de I'absence de phosphorylation de DivIVA
(ovale violet). Le schéma de droite montre une synthése septale stimulée par la présence de GpsB
(ovale rose) qui recrute StkP (ovale vert clair) et ainsi promeut la phosphorylation de DivIVA. StkP est
également impliquée dans la phosphorylation d’autres substrats, et régulée négativement par la
phosphatase PhpP (ovale jaune). D’apres (Fleurie et al., 2014b).
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La phosphorylation/déphosphorylation par StkP et sa phosphatase associée PhpP,
permet de réguler rapidement et de maniere réversible ce systeme (voir partie Ill.1.). Les
protéines GpsB et DivIVA ne sont cependant pas connectées directement a FtsZ pour
coordonner les syntheses septale et périphérique. Il a donc été proposé que EzrA serve

d’intermédiaire (Fleurie et al., 2014b).

2.2.3.3. Modeéle de synthese/remodelage de la paroi

Un nouveau modéle a émergé récemment, grace a l'utilisation d’une nouvelle
méthode permettant d’étudier I'assemblage du peptidoglycane a I’échelle du nanometre
(Trouve et al., 2021). Cette technique utilise une modification chimique du D-Ala-D-Ala (aDA-
DA), ajouté au lipide Il par MurF dans le cytoplasme, et incorporé a la paroi préexistante. Le
couplage avec un fluorophore permet I'observation du signal par microscopie a super
résolution (dASTORM : direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy).

L’observation, depuis I'axe longitudinal, du marquage au aDA-DA dans des cellules
disposées verticalement montre un anneau concentrique dont I'épaisseur augmente au fur et
amesure que le diameétre extérieur rétrécit, ce qui est caractéristique de la constriction (Figure
35A cellules a et b). Au fur et a mesure de la division cellulaire, deux anneaux apparaissent,
traduisant deux sites de synthése de la paroi (Figure 35A cellules c). L’inactivation spécifique
de Pbp2x par la méticilline montre la disparition de I'anneau interne, qui se rapproche au
centre de la cellule, assurant donc a la synthese septale (Figure 35B). La présence dans ce cas
de deux anneaux distincts suggere des dynamiques différentes des synthéses septale et
périphérique, avec une septation se réalisant plus rapidement que la fermeture périphérique
du septum par les hydrolases de la paroi. A des étapes plus tardives de la division, les sites
équatoriaux sont également marqués (Figure 35B).

Des expériences de « pulse-chase », d'incorporation de aDA-DA, montrent I’évolution
du marquage de peptidoglycane en fonction du cycle cellulaire. Deux bandes sont observées
dans les cellules naissantes et légérement constrites ; I'absence de marquage entre les deux
provient de la synthése septale (Figure 35C cellules a et c). Les régions « chassées » sont plus

larges que les bandes marquées lors du pulse, suggérant un remodelage du peptidoglycane
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Figure 35 : Modéle de synthése/remodelage de la paroi. A. Observation en dSTORM dans I'axe
vertical, des cellules de pneumocoque marquées au aDA-DA. Les données de microscopies sont
présentes dans le panel de gauche, et la localisation déterminée par le modéle mathématique a droite.
Les barres d’échelle correspondent a 250 nm. B. Observation en dSTORM dans I'axe vertical, des
cellules de pneumocoque marquées au aDA-DA en présence de Méthicilline (+ M) C. Observation en
dSTORM dans I'axe vertical, des cellules de pneumocoque marquées au aDA-DA puis chassées sans
marquage. D. Modele de I'assemblage et du remodelage de la paroi chez le pneumocoque. Les
machineries sont représentées par des anneaux orange et bleus pour I'élongasome et le divisome
respectivement. De la méme maniere, le peptidoglycane périphérique est présenté en orange, alors
que le peptidoglycane septal I'est en bleu. Les hydrolases sont montrées en rouge. Adapté de (Trouve
et al., 2021).
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septal. De plus, ces deux bandes augmentent en largeur au fur et a mesure que la constriction
se réalise.

Ces résultats sont en faveur d’'un modele de la synthese du peptidoglycane selon lequel
le peptidoglycane septal est synthétisé tout au long du cycle cellulaire et continuellement
traité par des hydrolases pour devenir latéral. Au sein de ce peptidoglycane latéral, du
peptidoglycane issu de la synthése périphérique serait inséré, générant une paroi mixte
produite par conséquent a la fois par la machine septale et la machine périphérique (Figure
35D). Le peptidoglycane d’origine périphérique proviendrait de I’élongasome, mais également
probablement des protéines du divisome et des PBPs de classe A localisées a la périphérie du
septum. Au fur et a mesure que le cycle progresse, la division assurée par les hydrolases et la
synthése périphérique seraient de plus en plus retardées par rapport a la synthése septale, ce
qui permettrait la formation du septum. A la fin du cycle cellulaire, le septum est fermé mais

continue d’étre remodelé jusqu’a séparation des cellules filles.

. La régulation du cycle cellulaire de S. pneumoniae par la
phosphorylation

Le pneumocoque est un modele tres utilisé pour étudier la phosphorylation des
protéines sur les Sérine/Thréonine/Tyrosine. En effet, le pneumocoque ne compte qu’une
STPK et qu’une BYK : StkP et CpsD respectivement. StkP est un régulateur important de la
division cellulaire et de la morphogénése, alors que CpsD est impliquée dans la synthese et le
transport de polysaccharides extracellulaires. CpsD contribue également a la coordination
entre la synthése de la capsule et la ségrégation des chromosomes au cours du cycle cellulaire.

Je détaille dans cette partie les connaissances sur ces deux protéine-kinases.

1. StkP

1.1. Caractéristiques structurales de StkP
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StkP est une protéine membranaire de la famille des STPK comme défini par Hanks
avec un domaine catalytique kinase cytoplasmique (Figure 5 partie 1.3.1) et quatre domaines

PASTA extracellulaires (Figure 36A).

A

Domaines cytoplasmiques Domaines PASTA extracellulaires
L. )‘
Catalytique kinase — i 2 3 4
e [

WT AstkP StkP K42M  StkP Acyto StkP Aext

Figure 36 : StkP de S. pneumoniae. A. Représentation schématique des domaines de StkP. StkP est
composée d’une partie cytoplasmique avec un domaine catalytique (rectangle bleu) dont I'activité
kinase dépend de la Lysine catalytique K42, et un domaine juxtamembranaire JUXT (rectangle bleu
foncé). Le domaine extracellulaire est composé de quatre domaines PASTA (rectangles bleu turquoise),
et est relié au domaine cytoplasmique par un segment transmembranaire. B. Images de microscopie
électronique a balayage (fond noir) et a transmission (fond clair) de mutants de StkP. En absence de
StkP (AstkP) ou de son domaine cytoplasmique (Acyto), les cellules sont arrondies et forment des
chaines. Les mutants catalytique (K42M) et de délétion des domaines PASTA (Aext) montrent des
cellules allongées. Les multiples septa, qui traduisent un mauvais positionnement de la machinerie de
synthése de la paroi, sont pointés par des fleches blanches et noires. Barres d’échelles de 0.5 um.
Adapté de (Fleurie et al., 2012; Manuse et al., 2015).

Un mutant catalytique de StkP (StkP K42M), dans lequel la Lysine du sous-domaine 2
de Hanks est mutée, est incapable de s’autophosphoryler et de phosphoryler ses cibles.

L'expression de StkP K42M par le pneumocoque induit un phénotype de cellules allongées

95



avec de multiples septa non fonctionnels (Figure 36B) (Fleurie et al., 2012). L’activité kinase
de StkP est donc nécessaire a la division cellulaire, et notamment a I'assemblage et/ou la
fermeture du septum. Cependant, des mutants dépourvus de StkP (AstkP) ou de son domaine
cytoplasmique (StkP Acyto) montrent un phénotype différent avec des cellules en chaine et
arrondies (Fleurie et al., 2012). Ces résultats suggerent que le role de StkP dans la division

cellulaire n’est pas limité a sa capacité de phosphorylation de ses cibles.

Par ailleurs, la délétion du domaine extracellulaire de StkP (StkP Aext) montre un
phénotype de cellules allongées présentant de multiples septa, similaire a un mutant
catalytique de StkP (StkP K42M) (Figure 36B) (Fleurie et al., 2012). Ceci suggere que le domaine
extracellulaire de StkP contrdle I'activité kinase de StkP. Des hypothéses basées sur le
fonctionnement des protéine-kinases récepteurs eucaryotes suggerent que les PASTA-STPK
pourraient transduire des signaux provenant de |I'extérieur, grace a leur domaine
extracellulaire (Pereira et al., 2011). Une étude récente a permis de confirmer que les
domaines PASTA123 chez le pneumocoque sont nécessaires a l'activation de StkP,
indépendamment de leur liaison au peptidoglycane. Le role des domaines PASTA apparait
donc plus complexe que celui d’'unique « senseur » de signaux extracellulaires pour induire
une réponse adaptée.

Le domaine PASTA4 est a la fois nécessaire a la localisation septale de StkP et a
I'interaction avec I'hydrolase LytB pour assurer la séparation finale des cellules filles.
Cependant, ce role du PASTA4 semble spécifique aux bactéries du genre streptocoques, ce qui
suggere d’autres fonctions au sein d’autres genres et espéces bactériens (Manuse et al., 2015).
Par exemple, le domaine PASTA distal de PknB de M. tuberculosis est requis pour la division
cellulaire et sa localisation cellulaire au septum et aux poles, alors que l'interaction de celui
de PrkC de B. subtilis avec le peptidoglycane stimule la germination des spores (Mukamolova

et al.,, 2015).

1.2. LesroOles de StkP dans la division cellulaire

StkP joue un réle majeur dans la division cellulaire pour la localisation spatiale des sites

de synthese de la paroi, I'assemblage et la fermeture du septum lors de la séparation des
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cellules, et agit a travers de nombreux substrats et partenaires (Figure 37) (Beilharz et al.,

2012; Fleurie et al., 2012).

[ Machinerie de synthése de la paroi |

MapZ FtSA.
o\

| Mise en place du site de division

Transport du Fer
Adhésion aux cellules hote

Réponse au stress acide

COMPELENCE i—

| Séparation des cellules filles

Figure 37 : Role de StkP chez S. pneumoniae. StkP est localisée au septum, s’autophosphoryle et est
déphosphorylée par PhpP. Elle est impliquée dans de nombreux réles comme la mise en place du site
de division en phosphorylant MapZ (ovale jaune), qui recrute FtsZ pour former I'anneau Z (en vert)
sous controle de ses régulateurs positifs FtsA et EzrA (ovales oranges), pouvant également étre
phosphorylées par StkP, tout comme FtsZ. StkP joue également le role de coordinateur de la
machinerie de synthése de la paroi périphérique et septale avec GpsB et DivIVA qu’elle phosphoryle
(ovale bleu clair). StkP régule de nombreuses protéines de la machinerie de synthése du
peptidoglycane : elle est nécessaire a la localisation de Pbp2x et régule les PBPs en phosphorylant leurs
régulateurs MacP et EloR (ovales rose). Elle module également I'expression d’enzymes impliquées dans
la synthése de la paroi comme MurC et GImM (ovales gris), et gouverne la séparation des cellules filles
en régulant I'expression des hydrolases du peptidoglycane LytB et PcsB (ovales noirs). StkP est
impliquée dans d’autres réles physiologiques comme le transport du fer via RitR, I'expression du pilus
pour I'adhésion aux cellules hotes, la réponse au stress acide médiée par ComE mais aussi la
compétence. Adapté de (Grangeasse, 2016).

StkP phosphoryle de nombreuses protéines impliquées dans la division cellulaire et la
synthése du peptidoglycane.
Des expériences in vitro ont montré que StkP est capable de phosphoryler, FtsZ qui

constitue I'anneau Z, MurC et GImM, enzymes impliquées dans la synthése du précurseur
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lipide Il dans le cytoplasme (Figure 37) (voir partie 11.2.1.2.) (Falk & Weisblum, 2013; Giefing et
al., 2010; Novakova et al., 2005). De plus, des études de phosphoprotéomiques ont révélé des
substrats potentiels de StkP comme la protéine FtsA qui ancre FtsZ a la membrane, et
I’hydrolase du peptidoglycane MItG (Stilke et al., 2020; Sun et al., 2010). Ces interactions

doivent cependant étre confirmées in vitro et in vivo.

Par ailleurs, il a été montré que StkP posséde des substrats in vivo.

EloR (ou KhpB, ou Jag) est une protéine cytoplasmique impliquée dans la synthese
périphérique. Elle est phosphorylée par StkP, ce qui stimule I'élongation cellulaire. Un exces
de phosphorylation n’est cependant pas toléré puisque les cellules s’allongent. De plus, les
cellules possédant une forme d’EloR phosphomimétique accumulent des mutations dans les
génes des protéines de I'élongasome MreC et RodZ (Stamsas et al., 2017). Par ailleurs,
I'absence d’EloR réduit I'activité de MItG, et rend Pbp2b et RodA dispensables chez le
pneumocoque (Stamsas et al., 2017; Zheng et al., 2017). Il a été proposé que I’hydrolase MItG
participerait au recrutement du complexe EloR/KhpA pour réguler I’élongation cellulaire avec
StkP (Winther et al., 2020). StkP supervise donc I'activité de I’élongasome (Figure 37).

StkP régule également I'activité de Pbp2a par phosphorylation de MacP, une protéine
ancrée a la membrane et activatrice de Pbp2a (Figure 37) (voir partie 11.2.1.4.)). L'inactivation
de la phosphorylation de MacP par StkP empéche I'activité de Pbp2a sans pour autant affecter
leur interaction (Fenton et al., 2018). Leur mode d’action reste encore a déterminer mais il est
possible que MacP agisse avec DivIVA pour promouvoir le changement entre les modes de
synthése périphérique et septale du peptidoglycane, et/ou que GpsB recrute StkP via son
interaction avec Pbp2a pour stimuler la phosphorylation des substrats de StkP, notamment
MacP.

Un autre substrat de StkP est la protéine DivIVA, impliquée dans I’élongation cellulaire
et la formation des poles chez le pneumocoque (Figure 37). En effet, I'abolition de la
phosphorylation de DivIVA conduit a des cellules allongées avec des renflements polaires
(Fleurie et al., 2012). La phosphorylation de DivIVA favorise la synthése septale, alors que sa
forme non phosphorylée stimule I'élongation cellulaire. L'état de phosphorylation de DivIVA
est controlé par GpsB, qui permet stimule I'activité kinase de StkP pour phosphoryler ses
cibles. Ainsi la triade DivIVA/GpsB/StkP coordonne les syntheses périphérique et septale chez

le pneumocoque (voir Figure 35 partie 11.3.3.2.) (Fleurie et al., 2014b).
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StkP phosphoryle également MapZ, la protéine d’identification du site de division qui
recrute FtsZ pour la mise en place du divisome (Figure 37) (Fleurie, et al., 2014a). La
temporalité d’assemblage des intervenants au site de division, au niveau duquel arrivent
d’abord MapZ, puis FtsZ et enfin StkP, est cohérente avec le fait que la phosphorylation de

MapZ n’influence pas le positionnement de FtsZ (Figure 38A) (Beilharz et al., 2012).

MapZ-ring FtsZ-ring

A Gfp-stkP rfp-mapZ Gfp-mapZ ftsZ-rfp /
el GFP-MapZ  FtsZ-RFP Merge @

B GFP-MapZ GFP-MapZ 2TA GFP-MapZ 2TE

Figure 38 : Localisation de MapZ chez le pneumocoque. A. Microscopie a contraste de phase et a
fluorescence de gfp-stkP rfp-mapZ dans le panel 1 avec StkP en vert, MapZ en rouge et leur
superposition en jaune. De la méme maniére dans le panel 2, MapZ fluoresce en vert et FtsZ en rouge
dans la souche gfp-mapZ ftsZ-rfp. Les barres d’échelles correspondent a 1 um. Le panel 3 est un modele
de la localisation de MapZ (en vert), de FtsZ (en rouge) et de StkP ainsi que sa phosphatase Php (en
orange) au cours de la division cellulaire. B. Microscopie a contraste de phase et a fluorescence de
GFP-MapZ WT, phosphabilatif (2TA) et phosphomimétique (2TE). Les barres d’échelles correspondent
a 1 um. Adapté de (Fleurie et al., 2014a).

Il a été montré que la phosphorylation de MapZ n’interfére pas avec la structure et la liaison
de MapZ a FtsZ, ainsi qu’aux lipides membranaires, et n’influence donc pas la localisation de
FtsZ, ni sa polymérisation. Cependant, les mutants phosphoablatif et phosphomimétique de
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MapZ (MapZ 2TA et 2TE respectivement) montrent des défauts de forme et de viabilité, mais
aussi des structures aberrantes de FtsZ, des diameétres de I'anneau Z altérés et un nombre
réduit d’anneaux Z par cellule (Figure 38B) (Fleurie et al., 2014a). Le rapport entre les formes
phosphorylées et non phosphorylées impacterait donc la dynamique de FtsZ et jouerait un
role sur la constriction cellulaire, probablement via une interaction avec d'autres partenaires

qu'il reste a identifier (Fleurie et al., 2014a; Hosek et al., 2020).

Au-dela de son réle de phosphorylation, StkP interagit avec différentes protéines pour
jouer un role de chef d’orchestre.

Il a été démontré que GpsB interagit avec le domaine cytoplasmique kinase de StkP
(Figure 37). Cette interaction est cruciale pour la localisation de StkP au site de division et sa
capacité a phosphoryler ses cibles (Fleurie et al., 2014b).

StkP module I'activité des PBPs, qui polymérisent le peptidoglycane. StkP et Pbp2x
interagissent au niveau de leur domaines extracellulaires composés de domaines PASTA
(Figure 37) (voir partie 1.3.1.2.). Ce sont notamment les domaines PASTA123 de StkP qui
participent au recrutement de Pbp2x au septum de division, sans toutefois phosphoryler
Pbp2x, afin de constituer une machinerie de division fonctionnelle (Morlot et al., 2013;
Zucchini et al., 2017).

Dans le but d’assurer la constriction, StkP module également I'expression des
hydrolases du peptidoglycane PscB et LytB (Figure 37) (Bai et al., 2014; Bartual et al., 2014).
Un mutant dépourvu de StkP voit I'expression de ces deux protéines diminuée (Saskova et al.,
2007). Par ailleurs, I'absence du domaine PASTA4 de StkP montre un phénotype de cellules
organisées en chaines de maniéere similaire a un AlytB, suggérant que le role de LytB est
compromis en absence du PASTA4 de StkP (Zucchini et al., 2017). Il a été démontré que LytB
et StkP interagissent, et plus particulierement via le domaine PASTA4 de StkP. L’absence du
domaine PASTA4 conduit a la délocalisation de LytB a la périphérie cellulaire (Figure 39A). Le
domaine PASTA4 de StkP est donc nécessaire a la localisation de LytB au septum de division,
pour que LytB assure son réle dans la séparation finale des cellules filles (Figure 39B). Par
ailleurs, il a été proposé que les domaines PASTA123 positionnent correctement le domaine
PASTA4 dans le peptidoglycane pour en contrbler |'épaisseur, permettre l'action de
I'hydrolase LytB, et activer StkP qui régule par phosphorylation plusieurs protéines de la

division cellulaire (Figure 39B et 37) (Zucchini et al., 2017).
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Figure 39 : Le PASTA4 de StkP localise LytB au site de division. A. Localisation de GFP-LytB dans les
mutants StkP. Microscopie optique a contraste de phase et a fluorescence de GFP-LytB ajoutée de
maniere exogéne sur les cellules de pneumocoque mutés pour StkP et les cartes de chaleur
correspondantes. B. Modele de la coordination par StkP de la constriction avec I’hydrolyse septale de
la paroi. Les domaines PASTA de StkP sont représentés par des ronds avec les numéros 1 a 4
correspondants aux PASTA 1 a 4, l'ovale KD correspond au domaine catalytique de StkP
autphosphorylé (ovales P). La répétition de PASTA est nécessaire a I'activation de StkP et pour la
régulation des protéines de la division (ovale rouge « divisome ») par phosphorylation (ovale P) par
StkP. La localisation du domaine PASTA4, conditionne I'épaisseur de la paroi et contrdle la séparation
finale des deux cellules filles par LytB (ovale vert). Adapté de (Zucchini et al., 2017).

StkP est impliquée dans de nombreux autres roles chez le pneumocoque (Figure 37).
Notamment, sa compétition d’interaction avec la phosphatase PhpP vis-a-vis de RitR, le
régulateur de réponse orphelin, participe a I'absorption du fer (Ulijasz et al., 2009). StkP régule
aussi I'expression du pilus et module ainsi I'adhérence aux cellules eucaryotes (Herbert et al.,
2015). L'absence de StkP conduit a la fois a la diminution de I'expression des genes tardifs de
compétence et a une insensibilité au CSP, résultant en une diminution du taux de
transformation (Saskova et al., 2007). De plus, I'expression des génes précoces de la
compétence inhibe la phosphorylation des substrats de StkP dont DivIVA, ce qui suggére un

lien étroit entre la compétence et la division cellulaire (Bergé et al., 2017; Fleurie et al., 2014b).
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De maniere intéressante, il existe une communication croisée entre les différents
systemes de phosphorylation. Par exemple, StkP est capable de phosphoryler le régulateur de
réponse de la compétence ComE sur la Thréonine 128, et de I'activer en conditions acides.
Cette phosphorylation est indépendante de ComD, qui phosphoryle I’Aspartate 58 de ComE
pour activer la compétence. ComE phosphorylée stimule ainsi la production de H,0; par SpxB
et SodA, et déclenche I'autolyse médiée par LytA pour relacher des facteurs de virulence,
endommageant ainsi les cellules hotes en conditions d’infection (Pifias et al., 2018).

StkP semble orchestrer de nombreux réseaux dont on ne connait pas encore

I’ensemble des fonctions (Figure 37).

1.3. La phosphatase PhpP

stkP est co-transcrit avec phpP, codant pour la phosphatase PhpP. PhpP appartient a
la famille des PPM dépendante du Mn?* et est localisée au septum de maniére dépendante de
StkP (Beilharz et al., 2012; Novakova et al., 2005). PhpP déphosphoryle de nombreux substrats
de StkP, comme DivIVA, GpsB, MreC, MacP, MItG et EloR et module ainsi finement les niveaux
de phosphorylation liés a StkP dans la cellule. PhpP et StkP jouent aussi un réle dans la
compétence en agissant sur les TCS ComDE et CiaRH, mais également dans la réponse au choc
thermique et au stress oxydatif (Ulrych et al., 2016). L’absence de phpP chez le pneumocoque
augmente I'abondance des protéines impliquées dans I'import du phosphate via Pst, ce qui
suggere que le role de PhpP puisse aller au-dela de I'unique déphosphorylation des substrats

de StkP (Stlilke et al., 2020).

2. CpsD

2.1. Organisation structurale de CpsD

Les BYK sont connues pour fonctionner avec leur activateur membranaire chez les
Firmicutes (voir partie 1.4.1). La protéine-kinase CpsD interagit donc avec le domaine C-
terminal cytoplasmique de CpsC (Figure 40A). En absence de cpsC, CpsD est incapable de

s’autophosphoryler et de localiser correctement au site de division (Figure 40B) (Nourikyan et

102



al., 2015). Les structures des BYK connues rendent probable le fait que CpsD constitue un
octameére en forme d’anneau et que son activation par CpsC conduise a la phosphorylation de
CpsD, qui se dissocierait alors en monomeéres afin de phosphoryler ses substrats (Bechet et
al., 2010; Olivares-lllana et al., 2008). La déphosphorylation de CpsD est assurée par la
phosphatase CpsB. Le cycle de phosphorylation/déphosphorylation, et donc I'alternance de
conformations monomeére/octamere, agirait comme un interrupteur cellulaire pour la

production de la capsule polysaccharidique.
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Figure 40 : Structure et fonction de la BYK CpsCD. A. Organisation structurale hypothétique de CpsCD.
Les BYK chez les firmicutes sont composées de la partie kinase cytoplasmique (CpsD) comprenant les
domaines Walker A, A’, B et la séquence riche en Tyrosines « Y » et de |'activateur transmembranaire
(CspC). CpsC et CpsD s’associent pour reconstituer une BYK fonctionnelle. B. Localisation de CpsD-GFP
par microscopie a contraste de phase et a fluorescence. La barre d’échelle correspond a 2 um. Adapté
de (Nourikyan et al., 2015; Whittall et al., 2015).

2.2. Roles biologiques de CpsD

2.2.1. Biosynthese de la capsule

Chez le pneumocoque, cpsD est présent dans un large opéron, appelé cps, codant les génes
de la biosynthése et de I’'export de la capsule polysaccharidique (CPS) (Figure 16A). La synthese
du CPS impligue CpsCD et sa phosphatase CpsB (Yother, 2011). Elle a lieu au septum de
division, ou se trouvent les protéines constituant la machinerie de synthése du CPS, dont CpsD

et CpsH (Figure 42A).
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Figure 41 : Role de CpsD chez S. pneumoniae. La BY-kinase CpsD est fonctionnelle grace a son
association avec son activateur membranaire CpsC (ovales rose). CpsC et D appartiennent a la
machinerie de biosynthese de la paroi (ovale rose foncé). La déphosphorylation de CpsD est réalisée
par la phosphatase CpsB. L’autophosphorylation de CpsD (ovale rose clair) impacte la production et
I'export de la capsule. CpsD coordonne la biosynthése de la capsule et la division cellulaire en
s’assurant de la correcte ségrégation des chromosomes en agissant sur ParB directement (ovale
orange) ou via RocS (ovale marron). RocS interagit avec FtsZ (en vert) afin de moduler la constriction
cellulaire pour protéger le nucléoide. CpsD phosphoryle LytA et impacte I'autolyse des cellules. Adapté
de (Grangeasse, 2016; Mercy et al., 2019).
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L'absence de cpsD ou du domaine C-terminal cytoplasmique de CpsC génére une
délocalisation de la synthése du CPS aux poéles cellulaires et une polymérisation associée a une
accumulation des polysaccharides de faible masse moléculaire (Figure 42). Ces défauts
s’expliquent par une délocalisation de la polymérase de la biogénése de la capsule CpsH dans
ces deux mutants lorsque la BYK CpsD est inactive (Henriques et al., 2011; Nourikyan et al.,
2015). Les mécanismes de régulation de la machinerie de biosynthése de la CPS par CpsD sont
encore mal connus, mais les changements conformationnels induits par les cycles de
phosphorylation/déphosphorylation de CpsD pourraient étre transmis a CpsC afin de moduler
ses interactions avec les protéines de la machinerie de biosynthése de la CPS. CpsD contribue
ainsi a la virulence du pneumocoque en modulant la production de sa capsule. CpsD serait
aussi capable de phosphoryler I’hydrolase LytA et ainsi stimuler son activité lytique, résultant
en une autolyse prématurée (Figure 41) (Standish et al., 2014). Le r6le de CpsD apparait

complexe et pourrait connecter la synthése de la capsule a la régulation de la lyse médiée par

LytA.
Anti-CPS CpsH-sfGFP B
o
S &
oa & &
95 - , |!
AcpsD 72 -
55 =
43 =
cpsC-ACter v

Figure 42 : Biosynthése du CPS chez S. pneumoniae par CpsCD. A. Microscopie a constraste de phase
et a fluorescence des mutants AcpsD et cpsC-ACter. La capsule (CPS) du pneumocoque est visualisée
avec un anticorps anti-CPS couplé a un marqueur fluorescent rouge. Les fleches montrent des défauts
dans la localisation du CPS. B. Immunodétection des polysaccharides composant le CPS des mutants
du pneumocoque avec un anticorps anti-CPS. Adapté de (Nourikyan et al., 2015).
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2.2.2. Coordination de la synthése de la capsule et la ségrégation du
chromosome

L’étude de la phosphorylation de CpsD a permis de mettre en évidence le lien entre la
synthése de la capsule et le cycle cellulaire. Il a été démontré que CpsD interagit avec la
protéine de partition des chromosomes ParB, qui fixe les séquences d’ADN parS proches de
I'origine de réplication, de maniére similaire a ParA chez les autres organismes (Nourikyan et

al., 2015).

WT

CpsD-3YF

CpsD-3YE

Figure 43 : Coordination de la synthése de la capsule avec le cycle cellulaire. A. Images de microscopie
du mutant CpsD-3YF mimant une absence de phosphorylation et CpsD-3YE mimant une
phosphorylation permanente. 1: Microscopie optique a contraste de phase montrant des cellules
allongées. 2 : Microscopie a contraste de phase et a fluorescence de la capsule, immunodétectée par
des anticorps. Les défauts de production de la capsule sont montrés par des fleches. 3 : Microscopie a
contraste de phase et fluorescence de la protéine fonctionnellement homologue aux histones HIpA-
RFP marquant les nucléoides. La fleche jaune pointe une cellule anucléée alors que la fleche verte
montre un nucléoide allongé. 4 : Microscopie électronique a transmission avec les multiples septums
montrés par des fleches noires. Adapté de (Nourikyan et al., 2015).

La phosphorylation de CpsD stimule la dynamique de ParB pour assurer la ségrégation

des chromosomes et permettre une production optimale de la capsule tout autour des cellules
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(Figure 43 CpsD 3YE). A l'inverse, I'absence de phosphorylation de CpsD altere l'interaction
avec ParB, ce qui réduit la mobilité de ParB, et donc retarde la ségrégation des chomosomes.

En effet, un mutant phosphoablatif CpsD 3YF montre des défauts du nucléoide, qui est
non condensé ou absent de certaines cellules, contrairement a un mutant phosphomimétique
CpsD 3YE (Figure 43A panel 3) (Nourikyan et al., 2015).

De plus, I'absence de phoshorylation de CpsD conduit a des défauts de localisation de
la machinerie de synthése du CPS (Figure 43A panel 2). Ceci suggére que l'altération de
I'interaction de CpsD avec ParB entraine une mauvaise production de la capsule, uniguement
aux poles cellulaires.

Par ailleurs, le mutant CpsD 3YF présente des cellules allongées avec de multiples
septa, suggérant des défauts dans la constriction (Figure 43A panel 1 et 4). La protéine FtsZ
responsable de la formation d’un anneau contractile pour séparer les deux cellules filles est
correctement localisée dans le mutant CpsD 3YF. Il a donc été proposé que l'altération de la
ségrégation des chromosomes entrainerait un défaut dans la constriction cellulaire,
responsable du phénotype de cellules allongées (Nourikyan et al., 2015).

De plus, CpsCD interagit avec la protéine RocS (Regulator of chromosome Segregation),
qui conditionne la ségrégation des chromosomes (Figure 41) (Mercy et al., 2019). Le mode
d’action de RocS dépend de son interaction avec ParB proche des origines de réplication, de
telle maniére que RocS et CpsD n’interagissent ensemble au septum que si le nucléoide est
mal ségrégé. La co-localisation de ces protéines et I’état de phosphorylation de CpsD régulent
donc la constriction. Cette régulation pourrait passer par I'anneau Z, puisque RocS et FtsZ
interagissent directement in vitro (Mercy et al., 2019).

La phosphorylation de CpsD module donc la ségrégation des chromosomes et
coordonne ainsi le cycle cellulaire avec la machinerie d’assemblage de la capsule au septum

de division (Figure 41).

107



108



OBIJECTIF DES TRAVAUX

Les protéine-kinases jouent un role important dans la transduction des signaux et le
controle de processus physiologiques chez les bactéries. Chez le pneumocoque, seules deux
protéine-kinases ont été identifiées : StkP qui joue un réle central dans la division cellulaire et
le controle de la machinerie de synthése du peptidoglycane, et CpsD, qui est impliquée dans
la synthése et I'export des polysaccharides extracellulaires en lien avec le cycle cellulaire, et
notamment la ségrégation des chromosomes. Une nouvelle famille de protéine-kinases, UbK
pour Ubiquitous bacterial Kinase, a récemment été découverte. Mon travail de thése consiste
a étudier la protéine-kinase UbK chez le pneumocoque.

Nous avons caractérisé le role d‘UbK chez le pneumocoque. C'est une auto-tyrosine
kinase, dont la présence est essentielle pour la croissance cellulaire et la morphogénése de la
bactérie. Par ailleurs, un exces d’autophosphorylation ou I'absence d’activité d’hydrolyse de
'ATP d’UbK sont également préjudiciables pour la croissance et la morphogenése. Ces
mutants d’ubk montrent une forme anormale, des septums de division mal positionnés et un
écaillage de la paroi. Ces résultats suggérent qu’un niveau de phosphorylation d’UbK contrélé
est nécessaire pour le « fitness » bactérien et ont conduit a une publication dans Frontiers in
Microbiology, présentée dans la premiére partie des résultats.

Par ailleurs, la délétion d’ubk conduit a I'apparition d’'une mutation suppressive dans le
géne asnS codant pour I’Asparaginyl-ARNt-synthétase. Nous avons cherché a mettre en
évidence le lien entre AsnS et la protéine-kinase UbK, en explorant le fait qu’AsnS pourrait
étre un substrat ancestral d’UbK, que la mutation suppressive rendrait non susceptible a la
phosphorylation.

Ubk est présent dans un opéron de genes induits lors de la compétence. Nous avons donc
étudié le role d’UbK lors de la compétence. Nous avons montré qu’UbK controle I’expression
de genes tardifs lors de la compétence, ce qui impacte la transformation bactérienne.

L'absence d’ubk génere de graves défauts, traduisant un impact sur la division cellulaire.
Nous avons donc examiné la composition de la paroi et localisé différentes protéines de la
division, dont FtsZ et FtsA. Nous avons également mis en évidence des défauts du nucléoide.

L'ensemble de ces résultats ont conduit a un modele selon lequel UbK est un acteur du

contréle de la croissance, de la morphogeneése, de la compétence et de la division cellulaire.
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|. Souches et conditions de culture

1. Souches et conditions de culture de S. pneumoniae

Les souches du pneumocoque utilisées dans cette étude sont dérivées de la souche

non capsulée R800 (Tableau 2). Elles sont ensemencées au 1/100°™¢ et cultivées a 37°C sans

agitation en milieu THY (Todd Hewitt supplémenté avec de I’extrait de levure) ou en milieu

C+Y (Tableau 3). Leur croissance est suivie par spectrophotométrie a la Densité Optique de

550 nm (DOssonm). Les antibiotiques sont utilisés aux concentrations finales suivantes :

Streptomycine 200 pg/mlL, Kanamycine 250 pg/mL, Spectinomycine 100 pg/mL et

Chloramphénicol 4.5 pg/mL.

Nom

R800

Aubk::kan-rpsL

Aubk::spc-rpsL

Aubk

RB (Repair Back)

ubk K36R

ubk Y58F

ubk Y58E

afp-ubk

Génotype

R800 rpsL::rpsL1

R800 rpsL::rpsL1, Aubk::kan-
rpsL, asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, Aubk::spc-
rpsL, asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, Aubk, asnS
D121A

R800 rpsL::rpsL1, asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, ubk K36R,

asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, ubk Y58F,
asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, ubk Y58E,
asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1 ; gfp-ubk,
asnS D121A

Amorces
utilisées

39-40

39-40

39-40

39-40

39-40

39-40

39-40

39-40

Résistance

antibiotique

StrR

KanR, StrS

SpcR, StrS

StrR

StrR

StrR

StrR

StrR

StrR

Référence

(Fleurie et
al., 2012)
(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
et al,,
2019)
(Pelletier
et al,,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
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ubk K36R-Y58E

asnS D121A

CEP

afp

kan-rpsL-asnS

gfp-asnS

kan-rpsL-asnS D121A

gfp-asnS D121A

asnS D121Y

kan-rpsL-asnS D121Y

flag-asnS

flag-asnS D121Y

Agnat::kan-rpsL

gnat-gfp

PcomE'gfp, SSbB.'.'IUC,
comCO0

PcomE'gf P

Pssbe-gfp, ssbB ::luc,
com(CO

PssbB'gf (4

R800 rpsL::rpsL1, ubk K36R-
Y58E, asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, CEP[Pm-gfp]

R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL-
asnS
R800 rpsL::rpsL1, gfp-asnS

R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL-
asnS D121A

R800 rpsL::rpsL1, gfp-asnS
D121A

R800 rpsL::rpsL1, asnS D121Y

R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL-
asnS D121Y
R800 rpsL::rpsL1, flag-asnS

R800 rpsL::rpsL1, flag-asnS
D121Y

R800 rpsL::rpsL1, Agnat::kan-
rpsL

R800 rpsL::rpsL1, gnat-gfp

R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Peome-gfp, comCo,
ssbB::luc

R800 rpsL::rpslL1,
AIS1167::Pcome-gfp

R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pcome-gfp, Dubk
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pssps-gfp, comCo,
ssbB::luc

R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Psspe-gfp

39-40

3-6

21-22

3-5;1-
2;4-6
3-9;7-
8;10-6
3-5;1-
2;4-6
3-9;7-
8;10-6
3-5;1-
2,;4-6
3-9;7-
8;10-6
3-11;
12-6
3-11;
12-6
13-15;
1-2; 16-
14
13-19;
17-18;
20-14

21-22

21-22

21-22

21-22

StrR

StrR

StrR, KanR

KanR, StrS

StrR

KanR, StrS

StrR

StrR

KanR, StrS

StrR

StrR

KanR, StrS

StrR

KanR, Cm

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, Cm

KanR, StrR

(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
(Pelletier
etal.,
2019)
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude

Cette
étude

(Bergé et
al., 2017)

Cette
étude
Cette
étude
(Bergé et
al., 2017)

Cette
étude
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Pssve-gfpp Aubk

AbgaANter::Pcomx-kan-
rpsL

Pcomx-kan-rpsL (locus
cpsN-cpsO)

AbgaANter::Pcomr-comR

Pcomx-kan-rpsL

Pcom)(' Ubk

Pcomx-ubk Aubk::kan-rpsL

Pcom)PUbk Aubk PssbB'G FP

PssbB'gf (4 RB

comM T1T2

comM T1T2

comM T1T2 P.ome-gfp

comM T1T2 Psss-gfp

comM T1T2 gfp-ubk

ftsZ-stop-gfp, comCO

R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pssvs-gfp, Aubk

R800 rpsL::rpsL1,
AsprO565Nter::Peomx-kan-rpsL,

R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::P1::Pcomr-comR, cpsN-
cpsO::Pcomx-kan-rpsL

R800 rpsL::rpsL1,
AsprO565Nter::P1::Pcomr-cOmR

R800 rpsL::rpslL1,
AsprO565Nter::P1::P.omr-cOMR,
cpsN-cpsO::Pcomx-kan-rpsL
R800 rpsL::rpslL1,
AsprO565Nter::P1::Pcomr-cOMR,
cpsN-cpsO::Pcomx-ubk

R800 rpsL::rpslL1,
AsprO565Nter::P1::Pcomr-cOMR,
cpsN-cpsO::Pcomx-ubk,
Aubk::kan-rpsL, AsnS D121A
R800 rpsL::rpsL1,
AsprO565Nter::P1::P.omr-cOMR,
cpsN-cpsO::Pcomx-ubk, Aubk,
AsnS D121A

R800 rpsL::rpsL1,
AsprO565Nter::P1::Pcomr-comR,
cpsN-cpsO::Pcomx-ubk, Aubk,
AsnS D121A, AIS1167::Pssps-gfp
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Psshe-gfp, asnS D121A
R800 rpsL::rpsL1, comM-T1T2

R800 rpsL::rpsL1, comM-T1T2

R800 rpsL::rpsL1, comM-T1T2,
AIS1167::Pcome-gfp

R800 rpsL::rpsL1, comM-T1T2,
AIS1167::Pssps-gfp

R800 rpsL::rpsL1, gfp-ubk

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-stop-gfp,
com(CO0

21-22
23-26;

25-2;
27-24

23-29;
31-32;
30-28
31-32

31-37;
35-36;
38-32
39-40

39-40

21-22

21-22

39-40

21-22

21-22

39-41;

42-40
43-44

KanR, StrR

KanR, StrS

KanR, StrS

StrR

KanR, StrS

StrR

KanR, StrS

StrR

KanR, StrR

StrR

StrR

StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

StrR

StrR

Cette
étude
Cette
étude

(Zucchini
etal,,
2017)
Cette
étude

Cette
étude

Cette
étude

Cette
étude

Cette
étude

Cette
étude

Cette
étude
(Bergé et
al., 2017)
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
(Bergé et
al., 2017)
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ftsZ-kan-rpsL

ftsZ-stop-gfp

ftsZ-gfp

ftsZ-kan-rpsL Aubk

ftsZ-stop-gfp Aubk

ftsZ-gfp Aubk

kan-rpsL-endA

mkate2-endA

kan-rpsL-endA Aubk

mkate2-endA Aubk

PssbB'gfp ubk K36R

PssbB'gfp ubk Y58F

Pssba- gfp ubk Y58E

PcomE'gfp RB

Pcome- gfp ubk K36R

Pcome- gfp ubk Y58F

Pcome- gfp ubk Y58E

kan-rpsL-ftsA

afp-ftsA

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-kan-rpsL

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-stop-gfp

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-gfp

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-kan-rpsL,
Aubk

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-stop-gfp,
Aubk

R800 rpsL::rpsL1, ftsZ-gfp,
Aubk

R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL-
endA

R800 rpsL::rpsL1, mkate2-endA

R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL-
endA, Aubk

R800 rpsL::rpsL1, mkate2-
endA, Aubk

R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Psshs-gfp, ubk K36R
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Psshs-gfp, ubk YS8F
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pssvs-gfp, ubk YS8E
R800 rpsL::rpslL1,
AIS1167::Pcome-gfp, asnS D121A
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pcome-gfp, ubk K36R
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pcome-gfp, ubk Y58F
R800 rpsL::rpsL1,
AIS1167::Pcome-gfp, ubk Y58E
R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL-ftsA

R800 rpsL::rpsL1, gfp-ftsA

43-44

43-44

43-44

43-44
43-44
43-44
45-47 ;
1-2;48-
46
45-51;
49-50;
52-46
45-46
45-46
21-22
21-22
21-22
21-22
21-22
21-22
21-22
53-55;
1-2 ; 56-
54
53-57;

7-8 ; 58-
54

KanR, StrS

StrR

StrR

KanR, StrS

StrR

StrR

KanR, StrS

StrR

KanR, StrS

StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, StrR

KanR, StrS

StrR

(Fleurie et

al.,
2014b)
Cette
étude

(Fleurie et

al.,
2014b)
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude

Cette
étude

Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude

Cette
étude
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kan-rpsL-ftsA, asnS R800 rpsL::rpsL1, kan-rpsL- 53-54

D121A ftsA, asnS D121A
gfp-ftsA, asnS D121A R800 rpsL::rpsL1, gfp-ftsA, asnS 53-54
D121A

gfp-ftsA Aubk::kan-rpsL  R800 rpsL::rpsL1, gfp-ftsA, asnS 39-40
D121A,, Aubk::kan-rpsL

gfp-ftsA Aubk R800 rpsL::rpsL1, gfp-ftsA, asnS  39-40
D121A, Aubk

hipA-mkate2 R800 rpsL::rpsL1; hilpA::hlpA- 59-60
mkate2

hipA-mkate2 Aubk
mkate2, Aubk

R800 rpsL::rpsL1; hipA::hlpA- 59-60

KanR, StrS

StrR

KanR, StrS

StrR

StrR, Cm

StrR, Cm

Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude
Cette
étude

(Mercy et
al., 2019)

Cette
étude

Tableau 2 : Souches de Streptococcus pneumoniae utilisées dans cette étude. Str, Kan, Spc et Cm
correspondent aux antibiotiques Streptomycine, Kanamycine, Spectinomycine et Chloramphénicol
respectivement. Le suffixe R ou S apres I'antibiotique indique une Résistance R ou une Sensibilité S.

Composants

Concentration finale

L-cystéine

Sodium acétate

Hydrolysat de caséine

L-tryptophane

Hydrogénophosphate de potassium

Chlorure de Manganése anhydride

L-glutamine

D-glucose

Sodium pyruvate

D-saccharose

Uridine

Adénosine

BSA (Serum Albumine Bovine)

Extrait de levure

L-Asparagine

Choline

Chlorure de calcium anhydre

Sulfate de fer heptahydrate

Sulfate de cuivre pentahydrate

Sulfate de zinc heptahydrate

Chlorure de manganeése tétrahydrate

Chlorure de magnésium hexahydrate
Tableau 3 : Composition du milieu C+Y.

58.3 uM
22.2 mM
0.45% (m/v)
26.8 M
33.9 uM
0.36 uM
136 uM
10.1 mM
2.5 mM
0.86 mM
73.7 uM
67.4 uM
10.5 uM
0.23% (m/v)
0.34 mM
43.7 mM
0.1025 mM
1.64 pM
1.83 uM
1.58 uM
0.92 uM
2.24 mM
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2. Courbes de croissance de S. pneumoniae

Les souches du pneumocoque sont ensemencées au 1/100°™¢ dans 4 mL de THY et
cultivées a 37°C jusqu’a DOssonm comprise entre 0.1 et 0.3. La culture est diluée a
DOs50nm=0.001 dans des cuves contenant 4 mL de THY. La croissance est suivie par mesure de

la DO a 550 nm toutes les 10 min a 37°C a I'aide d’un spectrophotometre Jasco V630 Bio®.

3. Transformation de S. pneumoniae

Les différents mutants de S. pneumoniae ont été construits en utilisant la cassette
Janus kan-rpsL, qui introduit une cassette de résistance a la Kanamycine kan suivi du géne rpsL
codant pour une protéine du ribosome, sous le contréle d’un unique promoteur (Sung et al.,
2001). Les souches R800 et D39 au laboratoire possedent l'allele muté de rpsL, rpsL1, qui
confére la résistance a la Streptomycine, et est récessif par rapport a rpsL. Ainsi, 'intégration
de la cassette Janus dans le génome du pneumocoque génére une résistance a la Kanamycine,
et restaure la sensibilité a la Streptomycine. Différentes stratégies de substitution ont été
utilisées dans cette étude en fonction de la construction a réaliser. Ainsi, la cassette peut
substituer le cadre ouvert de lecture d’un géne, ou étre positionnée en amont ou en aval

(Figure 44).

Dans cette optique, les souches de pneumocoque sont cultivées a 37°C jusqu’a
DOss0nm=0.1 dans 15 mL de THY pH=6.8, pour inhiber la compétence spontanée. La culture est
ensuite centrifugée 5 min 3 5000 g, et le culot resuspendu dans 1/10%™¢ du volume initial. 100
uL des cellules concentrées sont ajoutées dans 900 uL de TTM (THY, BSA 2 g/L, CaCl; 1 mM,
pH=7.8), additionné de CSP 10 ng/mL pour induire la compétence des cellules. 100 uL de ce
mélange est sont mis en contact avec 10 ng d’ADN, et incubé 10 min a 37°C puis 20 min a 30°C.
Les cellules sont étalées a différentes dilutions dans 10 mL de gélose THY-agar supplémenté
par 3-5% de sang de cheval défribriné (v/v) dans une boite de Petri, et incubé 2 h a 37°C pour
permettre I'expression phénotypique. Ensuite, une seconde couche de 10 mL de THY-agar est
ajoutée, contenant I'antib